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Abstrakt
Dizertacˇnı´ pra´ce se zaby´va´ na´vrhem nove´ generace koherencı´ rˇı´zene´ho holograficke´ho mikro-
skopu (CCHM). Mikroskop je zalozˇen na mimoosove´m holograficke´m usporˇa´da´nı´ vyuzˇı´vajı´cı´m
difrakcˇnı´ mrˇı´zˇku a umozˇnˇuje pouzˇitı´ cˇasoveˇ i prostoroveˇ nekoherentnı´ho osveˇtlenı´. V teoreticke´
cˇa´sti je navrzˇeno nove´ opticke´ usporˇa´da´nı´ a odvozeny podmı´nky pro jednotlive´ parametry mi-
kroskopu a jeho komponent. Take´ je studova´n vliv ru˚zny´ch zdroju˚ sˇumu na citlivost detekce
fa´ze. V dalsˇı´ cˇa´sti je popsa´n na´vrh laboratornı´ sestavy mikroskopu a navrzˇen automatizovatelny´
serˇizovacı´ postup. Poslednı´ cˇa´st pra´ce se zaby´va´ experimenta´lnı´m oveˇrˇenı´m nejdu˚lezˇiteˇjsˇı´ch
opticky´ch parametru˚ laboratornı´ sestavy mikroskopu. Oproti prˇedchozı´ generaci CCHM novy´
na´vrh vyuzˇı´va´ objektivy korigovane´ na nekonecˇnou tubusovou de´lku a beˇzˇne´ mikroskopove´
kondenzory, umozˇnˇuje zveˇtsˇenı´ prostoru pro pozorovane´ vzorky, odstranˇuje omezenı´ spektra´lnı´
propustnosti a znacˇneˇ zjednodusˇuje serˇizovacı´ postup azˇ na automatizovatelnou u´rovenˇ.
Abstract
This doctoral thesis deals with design of a new generation of coherence-controlled hologra-
phic microscope (CCHM). The microscope is based on off-axis holographic configuration using
diffraction grating and allows the use of temporally and spatially incoherent illumination. In the
theoretical section a new optical configuration of the microscope is proposed and conditions for
different parameters of the microscope and its optical components are derived. The influence of
different sources of noise on phase detection sensitivity is studied. In the next section design of
experimental setup is described and automatable adjustment procedure is proposed. Last section
describes experimental verification of the most important optical parameters of the experimen-
tal setup. When compared to previous generation of CCHM, the newly proposed configuration
uses infinity-corrected objectives and common microscope condensers, allows more space for
the specimens, eliminates the limitation of spectral transmittance and significantly simplifies
the adjustment procedure so that automation of this procedure is possible.
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1 U´vod
Mnoho technik sveˇtelne´ mikroskopie v dnesˇnı´ dobeˇ umozˇnˇuje kontrastnı´ zobrazenı´ nejen ampli-
tudovy´ch, ale i fa´zovy´ch vzorku˚. Pozorova´nı´ amplitudovy´ch vzorku˚ je v principu jednoduche´,
protozˇe beˇzˇne´ detektory, jako je cˇip kamery, fotograficky´ film cˇi lidske´ oko, jsou citlive´ na in-
tenzitu sveˇtla, tedy kvadra´t modulu amplitudy sveˇtelne´ vlny. Amplitudove´ objekty jsou proto
takovy´mi detektory zachyceny kontrastneˇ. V buneˇcˇne´ biologii jsou vsˇak cˇasto pozorova´ny vzor-
ky fa´zove´ho charakteru, tj. vzorky meˇnı´cı´ pouze fa´zi procha´zejı´cı´ho sveˇtla (nikoliv amplitudu).
Takove´ vzorky jsou prˇi pozorova´nı´ ve sveˇtle´m poli velice nekontrastnı´. Za u´cˇelem zvy´razneˇnı´
teˇchto objektu˚ ve sveˇtelne´m mikroskopu proto vznikly metody, ktere´ ru˚zny´mi zpu˚soby prˇeva´deˇjı´
zmeˇny fa´ze na zmeˇny amplitudy (a tedy i detekovane´ intenzity). Mezi tyto metody patrˇı´ naprˇ.
Zerniku˚v fa´zovy´ kontrast [1,2] nebo Nomarske´ho diferencia´lnı´ interferencˇnı´ kontrast [3]. Vhod-
nou metodou je take´ Hoffmanu˚v modulacˇnı´ kontrast [4]. Tyto metody vsˇak neumozˇnˇujı´ meˇrˇit
fa´zi a nejsou tedy kvantitativnı´. Tuto mozˇnost, dnes nejcˇasteˇji nazy´vanou jako tzv. kvantitativnı´
fa´zove´ zobrazova´nı´ (QPI, z angl. quantitative phase imaging), prˇineslo azˇ vyuzˇitı´ interferencˇnı´
mikroskopie [5–7]. V polovineˇ 20. stoletı´ se objevily prvnı´ komercˇneˇ vyra´beˇne´ interferencˇnı´
mikroskopy (Krug a Lau [8], Horn [9], Dyson [10]). Zpocˇa´tku vsˇak sˇlo o komplikovana´ a draha´
zarˇı´zenı´, cozˇ ve spojenı´ s velmi omezeny´mi mozˇnostmi zpracova´nı´ obrazu zpu˚sobilo, zˇe se tato
technika nerozsˇı´rˇila. K obnovenı´ za´jmu o interferencˇnı´ mikroskopii a dalsˇı´ metody kvantita-
tivnı´ho fa´zove´ho zobrazova´nı´ prˇispeˇl azˇ rychly´ rozvoj vy´pocˇetnı´ techniky a detektoru˚ na konci
20. stoletı´.
Kvantitativnı´ fa´zove´ zobrazova´nı´ umozˇnˇuje za´znam amplitudy i fa´ze vlny vzorkem prosˇle´
nebo od vzorku odrazˇene´. Za´znam fa´ze prˇitom poskytuje informaci o topografii nebo morfologii
pozorovane´ho vzorku s velmi vysokou prˇesnostı´ (azˇ desetiny nanometru [11]). Kvantitativnı´
fa´zove´ zobrazova´nı´ je navı´c neinvazivnı´ a nevyzˇaduje pouzˇitı´ toxicky´ch la´tek jako jsou naprˇ.
kontrastnı´ fluorescencˇnı´ barviva. Tyto metody jsou proto vhodne´ pro pozorova´nı´ technicky´ch
i biologicky´ch vzorku˚. Mezi hlavnı´ aplikace v oblasti biologie lze zarˇadit sledova´nı´ dynamiky
a morfologie buneˇk, naprˇ. vyhodnocova´nı´ tzv. ”suche´ hmoty“ buneˇk [5,6,12–14] nebo sledova´nı´
pohybu buneˇk v prostoru [15]. Mezi technicke´ aplikace pak patrˇı´ prˇedevsˇı´m meˇrˇenı´ topografie
vzorku [16–18]. Neˇktere´ metody kvantitativnı´ho fa´zove´ho zobrazova´nı´ prˇina´sˇı´ take´ vy´jimecˇne´
mozˇnosti jako je naprˇ. numericke´ prˇeostrˇova´nı´ [19, 20], tvorba opticky´ch rˇezu˚ [21–23] nebo
mozˇnost tomograficke´ho zobrazova´nı´ [24–28]. Kompletnı´ za´znam prˇedmeˇtove´ vlny lze vyuzˇı´t
pro simulaci zobrazenı´ dalsˇı´mi technikami, jako naprˇ. sveˇtle´ pole, temne´ pole, Nomarske´ho
diferencia´lnı´ interferencˇnı´ kontrast, Zerniku˚v fa´zovy´ kontrast nebo interferencˇnı´ kontrast (viz
[29, 30] a [31, str. 178]).
1.1 Metody kvantitativnı´ho fa´zove´ho zobrazova´nı´
Na´sledujı´cı´ kapitoly uva´dı´ strucˇny´ prˇehled nejvy´znamneˇjsˇı´ch metod pro kvantitativnı´ fa´zove´
zobrazova´nı´. Tyto metody lze velmi obecneˇ rozdeˇlit na interferometricke´ (vyuzˇı´vajı´cı´ prin-
cip interference sveˇtla) a neinterferometricke´ (vyuzˇı´vajı´cı´ jine´ principy). Protozˇe jde o velmi
rozsa´hlou oblast, budeme se da´le zaby´vat pouze metodami umozˇnˇujı´cı´mi pozorova´nı´ transpa-
rentnı´ch vzorku˚ v procha´zejı´cı´m sveˇtle, tedy metodami vhodny´mi prˇedevsˇı´m pro pozorova´nı´
biologicky´ch vzorku˚.
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1.1.1 Interferometricke´ metody
Prvnı´ interferencˇnı´ mikroskop s oddeˇlenou prˇedmeˇtovou a referencˇnı´ veˇtvı´ urcˇeny´ pro pozo-
rova´nı´ transparentnı´ch vzorku˚ navrhl Sirks v roce 1893 [32]. Jako prvnı´ take´ pouzˇil oznacˇenı´
”interferencˇnı´ mikroskop“ (v holandsˇtineˇ interferentiemicroscoop). Od te´ doby bylo popsa´no
velke´ mnozˇstvı´ nejru˚zneˇjsˇı´ch usporˇa´da´nı´ interferencˇnı´ch mikroskopu˚, rozsa´hly´ historicky´ prˇe-
hled uva´dı´ [33], prˇehled moderneˇjsˇı´ch technik je uveden naprˇ. v [31]. Interferencˇnı´ mikroskopy
lze rozlisˇovat dle nejru˚zneˇjsˇı´ch znaku˚:
• Pocˇet interferujı´cı´ch svazku˚ (nejcˇasteˇji dvousvazkove´, poprˇ. trˇı´svazkove´ atd.). Pro vy-
tvorˇenı´ svazku˚ interferometru jsou pouzˇı´va´ny opticke´ komponenty ru˚zny´ch typu˚, jedna´
se zejme´na o opticke´ deˇlicˇe s polopropustny´mi vrstvami, difraktivnı´ prvky (difrakcˇnı´
mrˇı´zˇky), nebo prvky pro prostorove´ oddeˇlenı´ svazku˚ (apertury, zrcadla, hranoly atd.).
• Zpu˚sob pru˚chodu svazku˚ opticky´mi prvky (nejcˇasteˇji jednocestne´ a dvoucestne´). Za-
tı´mco u jednocestny´ch (common-path) interferometru˚ procha´zejı´ vsˇechny svazky stejny´mi
opticky´mi prvky, tedy stejnou optickou cestou, u dvoucestny´ch poprˇ. vı´cecestny´ch inter-
ferometru˚ procha´zı´ svazky oddeˇleny´mi opticky´mi soustavami.
• Zpu˚sob vytvorˇenı´ referencˇnı´ho svazku (prostorovou separacı´, prostorovou filtracı´ prˇed-
meˇtove´ho svazku, duplikova´nı´m prˇedmeˇtove´ho svazku). Prˇi vytvorˇenı´ referencˇnı´ho sva-
zku prostorovou separacı´ je tento svazek prostoroveˇ zcela oddeˇlen od prˇedmeˇtove´ho
a nenı´ proto ovlivneˇn pozorovany´m vzorkem. V prˇı´padeˇ prostorove´ filtrace je referencˇnı´
svazek vytvorˇen z prˇedmeˇtove´ho svazku jeho filtracı´ ve Fourieroveˇ rovineˇ aperturou
o velmi male´m pru˚meˇru zajisˇt’ujı´cı´ odstraneˇnı´ prostorovy´ch frekvencı´ pozorovane´ho vzor-
ku. Duplikova´nı´ prˇedmeˇtove´ho svazku je prˇı´stup vyuzˇı´vany´ naprˇı´klad v tzv. strˇihove´ in-
terferometrii. Jedna´ se o zpu˚sob, kdy referencˇnı´ svazek je shodny´ s prˇedmeˇtovy´m (je
tedy ovlivneˇn pozorovany´m vzorkem) a docha´zı´ proto k interferenci dvou (nebo vı´ce)
shodny´ch prˇedmeˇtovy´ch svazku˚.
• Zpu˚sob kombinace svazku˚ ve vy´stupnı´ rovineˇ interferometru (osove´, mimoosove´,
strˇihove´ interferometry). V prˇı´padeˇ osove´ho (in-line) usporˇa´da´nı´ je u´hel svı´rany´ prˇedmeˇ-
tovy´m a referencˇnı´m svazkem ve vy´stupnı´ rovineˇ interferometru nulovy´ nebo blı´zky´ nu-
love´mu. V prˇı´padeˇ mimoosove´ho (off-axis) usporˇa´da´nı´ je tento u´hel nenulovy´. V prˇı´padeˇ
strˇihove´ho interferometru jsou svazky vu˚cˇi sobeˇ posunuty v prˇı´cˇne´m smeˇru (kolmo vu˚cˇi
opticke´ ose) a jejich opticke´ osy se tak v rovineˇ detektoru neprotı´najı´.
Nejrozsa´hlejsˇı´ skupinu interferencˇnı´ch mikroskopu˚ tvorˇı´ bezesporu zarˇı´zenı´ zalozˇena´ na in-
terferometru Mach-Zehnderova typu. Jedna´ se o dvousvazkove´ dvoucestne´ interferometry.
Oba svazky interferometru (prˇedmeˇtovy´ a referencˇnı´) jsou tedy prostoroveˇ oddeˇleny, procha´zejı´
vlastnı´ optickou soustavou. Referencˇnı´ svazek proto nenı´ ovlivneˇn pozorovany´m vzorkem. Tato
zarˇı´zenı´ jsou prˇeva´zˇneˇ zalozˇena na usporˇa´da´nı´ osove´m a mimoosove´m.
Dvousvazkove´ syste´my s osovy´m usporˇa´da´nı´m [9, 19, 34, 35], cˇasto oznacˇovane´ jako tzv.
phase-shifting (phase-stepping) interferometry (PSI), vytva´rˇejı´ ve vy´stupnı´ rovineˇ interfe-
rencˇnı´ obrazec (interferogram) s velmi nı´zkou prostorovou frekvencı´ interferencˇnı´ch prouzˇku˚
(typicky jeden azˇ neˇkolik prouzˇku˚ v ra´mci zorne´ho pole). Tyto syste´my umozˇnˇujı´ pouzˇitı´ ne-
koherentnı´ch1 zdroju˚ osveˇtlenı´, cozˇ vede k silne´mu potlacˇenı´ koherencˇnı´ho sˇumu a hloub-
kove´ diskriminaci pomocı´ tzv. koherencˇnı´ bra´ny. Pro zı´ska´nı´ rekonstrukce prˇedmeˇtove´ vlny
1Oznacˇenı´m ”nekoherentnı´“ budeme v cele´ te´to pra´ci rozumeˇt stav s vy´razneˇ redukovanou koherencı´ osveˇtlenı´
(naprˇ. plosˇny´ zdroj bı´le´ho sveˇtla).
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je vsˇak zapotrˇebı´ zaznamenat neˇkolik snı´mku˚ (typicky 3–4) s ru˚zny´mi fa´zovy´mi posuvy mezi
prˇedmeˇtovy´m a referencˇnı´m svazkem (phase-shifting). To je nevy´hodne´ z du˚vodu nemozˇnosti
pozorova´nı´ rychly´ch deˇju˚ a vysˇsˇı´ citlivosti vu˚cˇi vibracı´m a dalsˇı´m vneˇjsˇı´m vlivu˚m, ktere´ mo-
hou zpu˚sobovat neprˇesnosti v meˇrˇenı´. Phase-shifting je zpravidla realizova´n mechanicky´m po-
souva´nı´m neˇktere´ z komponent (zrcadla) [19] nebo s pomocı´ polarizace [35]. Vyuzˇitı´ polarizace
u PSI vedlo k nalezenı´ rˇady zpu˚sobu˚ soubeˇzˇne´ho snı´ma´nı´ vsˇech potrˇebny´ch snı´mku˚ najednou.
Rockward publikoval zarˇı´zenı´, ktere´ snı´ma´ cˇtyrˇi snı´mky s ru˚zny´mi fa´zovy´mi posuvy cˇtyrˇmi
samostatny´mi kamerami [36]. Tato technika je vsˇak velmi na´rocˇna´ na spra´vne´ serˇı´zenı´ cele´
soustavy. Hayes publikoval zarˇı´zenı´ umozˇnˇujı´cı´ za´znam vsˇech cˇtyrˇ snı´mku˚ vedle sebe na je-
diny´ detektor [37]. Millerd [30,38] a Tahara [39] navrhli podobna´ zarˇı´zenı´ s vyuzˇitı´m specia´lnı´
pixelove´ polarizacˇnı´ masky. PSI pro pozorova´nı´ transparentnı´ch vzorku˚ s pomocı´ reflexnı´ho
usporˇa´da´nı´ zalozˇene´ na pixelovy´ch polarizacˇnı´ch maska´ch vyra´bı´ firma 4D Technology [40].
Dvousvazkove´ syste´my s mimoosovy´m usporˇa´da´nı´m [16, 41–44], cˇasto oznacˇovane´ jako
digita´lnı´ holograficke´ mikroskopy (DHM), vytva´rˇejı´ ve vy´stupnı´ rovineˇ interferencˇnı´ obrazec
(hologram) s vysokou prostorovou frekvencı´ interferencˇnı´ch prouzˇku˚ (typicky stovky azˇ tisı´ce
prouzˇku˚ v ra´mci zorne´ho pole). Tyto syste´my vyzˇadujı´ pro vytvorˇenı´ interferencˇnı´ struktury
v cele´m zorne´m poli pouzˇitı´ koherentnı´ch zdroju˚ osveˇtlenı´. Pouzˇitı´ takove´ho osveˇtlenı´ vsˇak
snizˇuje kvalitu zobrazenı´ vlivem koherencˇnı´ho sˇumu a parazitnı´ch interferencı´ a znemozˇnˇuje
pozorova´nı´ vzorku˚ v rozptylujı´cı´m prostrˇedı´. DHM take´ dosahujı´ nizˇsˇı´ho prˇı´cˇne´ho rozlisˇenı´
a mensˇı´ho zorne´ho pole ve srovna´nı´ s beˇzˇny´mi opticky´mi mikroskopy. Za´rovenˇ ale tyto syste´my
umozˇnˇujı´ rekonstrukci prˇedmeˇtove´ vlny z jedine´ho snı´mku – hologramu – cozˇ prˇina´sˇı´ mozˇnost
zobrazova´nı´ rychly´ch deˇju˚ a vysokou odolnost vu˚cˇi vibracı´m. Rychlost snı´ma´nı´ je prˇitom ome-
zena pouze rychlostı´ za´znamove´ho zarˇı´zenı´ (detektor a pocˇı´tacˇ). DHM jsou komercˇneˇ vyra´beˇny
firmami Lynce´e Tec [45], Phase Holographic Imaging [46] a Ovizio [47].
Modifikovane´ sestavy DHM a PSI lze vyuzˇı´t pro fa´zove´ tomograficke´ zobrazova´nı´. V roce
2006 publikoval Charrie`re metodu zalozˇenou na DHM, kde jsou jednotlive´ projekce vzorku
porˇı´zeny za soucˇasne´ho ota´cˇenı´ pozorovany´m vzorkem [26]. Takovy´ prˇı´stup vsˇak nenı´ prˇı´lisˇ
vhodny´ pro pozorova´nı´ zˇivy´ch biologicky´ch vzorku˚. Choi v roce 2007 publikoval prˇı´stup vyu-
zˇı´vajı´cı´ tzv. heterodynnı´ interferometr (zalozˇeny´ na interferenci dvou vln s ru˚zny´mi vlnovy´mi
de´lkami), kde jsou jednotlive´ projekce zı´ska´va´ny osveˇtlova´nı´m vzorku svazkem s ru˚zny´mi
sklony vu˚cˇi opticke´ ose [27,48]. Cotte v roce 2013 publikoval podobny´ prˇı´stup zalozˇeny´ opeˇt na
DHM, projekce jsou zde vsˇak porˇizova´ny rotova´nı´m svazku o stejne´m na´klonu kolem opticke´
osy [28]. Tento prˇı´stup za´rovenˇ umozˇnˇuje dosazˇenı´ rozlisˇenı´ azˇ 90 nm v prˇı´cˇne´m smeˇru.
V neda´vne´ dobeˇ byla publikova´na usporˇa´da´nı´ kombinujı´cı´ dva DHM pracujı´cı´ na dvou
ru˚zny´ch vlnovy´ch de´lka´ch a vyuzˇı´vajı´cı´ spolecˇnou optickou cestu pro prˇedmeˇtovy´ svazek. Jedna´
se tedy o trˇı´cestne´ cˇtyrˇsvazkove´ interferometry. U´cˇelem takovy´ch zarˇı´zenı´ je prˇedevsˇı´m od-
straneˇnı´ fa´zovy´ch nejednoznacˇnostı´ vznikajı´cı´ch vlivem struktur vzorku, ktere´ vytva´rˇı´ skokove´
zmeˇny fa´ze veˇtsˇı´ nezˇ 2pi. Tyto nejednoznacˇnosti nelze prˇi pouzˇitı´ beˇzˇny´ch procedur pro nava-
zova´nı´ fa´ze odstranit. V roce 2003 navrhl Gass metodu pro eliminaci teˇchto nejednoznacˇnostı´
zalozˇenou na pouzˇitı´ dvou vlnovy´ch de´lek [49] (nazy´va´no take´ jako tzv. opticke´ navazova´nı´
fa´ze). Usporˇa´da´nı´ vyuzˇı´vajı´cı´ dveˇ vlnove´ de´lky pro pozorova´nı´ biologicky´ch vzorku˚ publikoval
naprˇ. Mann [50]. Boss pouzˇil takove´ usporˇa´da´nı´ za u´cˇelem oddeˇlenı´ rea´lne´ vy´sˇky a rozlozˇenı´
indexu lomu vzorku za pouzˇitı´ me´dia s vysokou disperzı´ [51].
V soucˇasne´ dobeˇ jsou sta´le cˇasteˇji publikova´na zarˇı´zenı´ oznacˇovana´ jako jednocestne´ in-
terferometry (common-path). Svazky v teˇchto interferometrech procha´zejı´ spolecˇnou optickou
cestou, tj. stejny´mi opticky´mi prvky. Dı´ky tomu tato zarˇı´zenı´ vynikajı´ jednoduchostı´ a kom-
paktnostı´, vysokou stabilitou a vysokou citlivostı´ detekce fa´ze. Pru˚chod svazku˚ stejny´mi op-
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ticky´mi prvky zajisˇt’uje prˇi vzniku interferencˇnı´ho obrazce kvalitnı´ kompenzaci deformacı´ in-
terferujı´cı´ch vlnoploch. Tato zarˇı´zenı´ take´ veˇtsˇinou umozˇnˇujı´ prˇipojenı´ k beˇzˇny´m opticky´m mi-
kroskopu˚m formou prˇı´davny´ch modulu˚, cozˇ dovoluje jednoduchou integraci teˇchto technik do
jizˇ existujı´cı´ch mikroskopu˚ a usnadnˇuje kombinaci s dalsˇı´mi zobrazovacı´mi technikami. Kon-
strukce takovy´chto zarˇı´zenı´ vsˇak take´ cˇasto prˇina´sˇı´ urcˇita´ omezenı´, jako je naprˇı´klad omezene´
prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´, omezene´ zorne´ pole, vznik artefaktu˚ (naprˇ. halo) nebo nemozˇnost zobrazova´nı´
v rozptylujı´cı´ch prostrˇedı´ch. Dalsˇı´ vlastnosti, vy´hodne´ i nevy´hodne´, pak vyply´vajı´ ze zvolene´ho
typu usporˇa´da´nı´ (osove´, mimoosove´ atd.). V na´sledujı´cı´ch odstavcı´ch jsou uvedeny neˇktere´
zajı´mave´ prˇı´klady jednocestny´ch interferometru˚.
V roce 2004 Popescu publikoval techniku nazvanou Fourier phase microscopy (FPM)
[52, 53]. Jedna´ se o jednocestny´ dvousvazkovy´ interferometr osove´ho usporˇa´da´nı´. Vzorek je
osveˇtlen kolimovany´m svazkem ze superluminiscencˇnı´ diody (809 nm, polosˇı´rˇka 20 nm) nava´-
zane´ do jednomodove´ho vla´kna. Ve Fourieroveˇ rovineˇ je umı´steˇn fa´zovy´ modula´tor sveˇtla. Do
centra´lnı´ oblasti Fourierovy roviny dopada´ sveˇtlo vzorkem nerozpty´lene´ vytva´rˇejı´cı´ referencˇnı´
svazek, zatı´mco do okolnı´ch oblastı´ dopada´ sveˇtlo vzorkem rozpty´lene´ vytva´rˇejı´cı´ prˇedmeˇtovy´
svazek. Referencˇnı´ svazek je na fa´zove´m modula´toru oddeˇlen od prˇedmeˇtove´ho na centra´lnı´
kruhove´ oblasti o pru˚meˇru 208 µm. Prˇedmeˇtovy´ svazek je modula´torem postupneˇ fa´zoveˇ po-
souva´n ve cˇtyrˇech krocı´ch o hodnotu pi/2 vu˚cˇi referencˇnı´mu svazku. Interferogramy pro kazˇdy´
posuv jsou zaznamena´ny a vyhodnoceny standardnı´mi rekonstrukcˇnı´mi procedurami phase-
shifting interferometrie. FPM prˇina´sˇı´ vsˇechny vy´hodne´ vlastnosti jednocestne´ho usporˇa´da´nı´,
nevy´hodnou vlastnostı´ je prˇedevsˇı´m omezene´ prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´ ve srovna´nı´ s beˇzˇny´mi mikro-
skopy a take´ vznik halo efektu, cozˇ je du˚sledek vzniku referencˇnı´ho svazku prostorovou fil-
tracı´. V roce 2011 publikoval Wang navazujı´cı´ techniku nazvanou Spatial light interference
microscopy (SLIM) [54]. Usporˇa´da´nı´ se lisˇı´ od FPM pouze v osveˇtlovacı´ cˇa´sti, kde je v prˇed-
meˇtove´ ohniskove´ rovineˇ kondenzoru umı´steˇna clona pro Zerniku˚v fa´zovy´ kontrast. Tato clona
ma´ tvar mezikruzˇı´ a vzorek je proto osveˇtlova´n paprsky s vybrany´m sklonem vu˚cˇi opticke´ ose.
Ve Fourieroveˇ rovineˇ je tedy referencˇnı´ svazek definova´n stopou ve tvaru mezikruzˇı´ (zobra-
zenı´ clony), zatı´mco prˇedmeˇtovy´ svazek tvorˇı´ sveˇtlo rozpty´lene´ vzorkem do okolnı´ch oblastı´.
Zpu˚sob snı´ma´nı´ a rekonstrukce je shodny´ s technikou FPM. SLIM umozˇnˇuje dosa´hnout oproti
FPM dı´ky pouzˇitı´ sˇikme´ho osveˇtlenı´ lepsˇı´ prˇı´cˇne´ rozlisˇovacı´ schopnosti. Spolecˇnou nevy´hodou
obou technik je zatı´zˇenı´ efektem halo zna´my´m z Zernikova fa´zove´ho kontrastu. Tento nezˇa´doucı´
efekt vznikajı´cı´ nejcˇasteˇji kolem okraju˚ pozorovany´ch objektu˚ ovlivnˇuje hodnoty rekonstru-
ovane´ fa´ze, cozˇ znemozˇnˇuje prˇesna´ meˇrˇenı´ v teˇchto mı´stech. Publikova´no bylo take´ vyuzˇitı´
SLIM pro tomograficke´ zobrazova´nı´ [55, 56]. Tato zarˇı´zenı´ v soucˇasne´ dobeˇ vyra´bı´ firma Phi
Optics [57].
V roce 2006 Popescu publikoval dalsˇı´ zajı´mavou techniku nazvanou Diffraction phase
microscopy (DPM) [58, 59]. Jedna´ se o jednocestny´ dvousvazkovy´ interferometr zalozˇeny´ na
mimoosove´m usporˇa´da´nı´. Vzorek je osveˇtlen kolimovany´m svazkem laseru. Do vy´stupnı´ obra-
zove´ roviny mikroskopu je umı´steˇna difrakcˇnı´ mrˇı´zˇka. Difrakcˇnı´ rˇa´dy mrˇı´zˇky vytva´rˇı´ ve Fourie-
roveˇ rovineˇ oddeˇlene´ svazky. V te´to rovineˇ je provedena prostorova´ filtrace pomocı´ specia´lnı´ho
stı´nı´tka, ktere´ dovoluje pru˚chod pouze prvnı´mu a nulte´mu difrakcˇnı´mu rˇa´du mrˇı´zˇky. Zatı´mco
prvnı´ rˇa´d nenı´ stı´nı´tkem omezen a vytva´rˇı´ prˇedmeˇtovy´ svazek, nulty´ rˇa´d je filtrova´n pomocı´
apertury o velmi male´m pru˚meˇru (200 µm [60]). Tı´m jsou z tohoto svazku odstraneˇny prosto-
rove´ frekvence pozorovane´ho vzorku a dosta´va´me svazek referencˇnı´. Interferencı´ obou svazku˚
ve vy´stupnı´ rovineˇ docha´zı´ ke vzniku interferogramu s vysokou prostorovou frekvencı´ interfe-
rencˇnı´ch prouzˇku˚ – hologramu. Dı´ky jednocestne´mu usporˇa´da´nı´ vynika´ tato technika vysokou
stabilitou. V roce 2012 byla publikova´na modifikace te´to techniky vyuzˇı´vajı´cı´ pro osveˇtlenı´
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bı´le´ sveˇtlo, tzv. White light diffraction phase microscopy (wDPM) [60]. Stı´nı´tko bylo v tomto
prˇı´padeˇ nahrazeno prostorovy´m modula´torem sveˇtla. Pouzˇitı´ nı´zke´ cˇasove´ koherence sveˇtla
v technice wDPM prˇina´sˇı´ vysokou prostorovou fa´zovou citlivost. V roce 2010 publikoval Ding
jinou modifikaci metody DPM, nazvanou Instantaneous spatial light interference microscopy
(iSLIM) [61]. Stı´nı´tko ve Fourieroveˇ rovineˇ je zde take´ nahrazeno prostorovy´m modula´torem
sveˇtla a osveˇtlovacı´ svazek je podobneˇ jako u vy´sˇe popisovane´ metody SLIM omezen v rovineˇ
prˇedmeˇtove´ ohniskove´ roviny kondenzoru stı´nı´tkem tvaru propustne´ho mezikruzˇı´. Dı´ky tomu
metoda dosahuje lepsˇı´ho prˇı´cˇne´ho rozlisˇenı´ ve srovna´nı´ s DPM a wDPM. Spolecˇnou nevy´hodou
metod uvedeny´ch v tomto odstavci je opeˇt vznik halo efektu degradujı´cı´ho rekonstruovany´
signa´l.
Zajı´mave´ zarˇı´zenı´ vynikajı´cı´ prˇedevsˇı´m svou jednoduchostı´ publikoval v roce 2009 Wei-
juan [62]. Jedna´ se o jednocestny´ dvousvazkovy´ interferometr. Z bodove´ho zdroje vycha´zı´
rozbı´havy´ svazek, jehozˇ jedna polovina osveˇtluje pozorovany´ vzorek a vytva´rˇı´ prˇedmeˇtovy´
svazek, zatı´mco druha´ polovina svazku procha´zı´ referencˇnı´m vzorkem (nebo pra´zdnou cˇa´stı´
pozorovane´ho vzorku) a vytva´rˇı´ referencˇnı´ svazek. Oba svazky na´sledneˇ procha´zejı´ mikrosko-
povy´m objektivem, za ktery´m je prˇed obrazovou rovinou umı´steˇna kamera. Nejdu˚lezˇiteˇjsˇı´m
prvkem cele´ho zarˇı´zenı´ je standardnı´ hranolovy´ deˇlicˇ sveˇtla umı´steˇny´ teˇsneˇ prˇed kamerou tak,
zˇe polopropustna´ plocha deˇlicˇe je orientova´na pode´l smeˇru sˇı´rˇenı´ dopadajı´cı´ch svazku˚. Oba
svazky vstupujı´ do deˇlicˇe a na jeho polopropustne´ vrstveˇ docha´zı´ k jejich kombinaci (prˇi odrazu
jednoho svazku docha´zı´ k jeho stranove´mu prˇevra´cenı´ vzhledem k druhe´mu, procha´zejı´cı´mu
svazku). Po vy´stupu z deˇlicˇe je pak interference obou svazku˚ zaznamena´na kamerou. Prˇi ta-
kove´ orientaci deˇlicˇe, kdy opticka´ osa procha´zı´ prˇesneˇ jeho polopropustnou vrstvou, dosta´va´me
osove´ usporˇa´da´nı´, ktere´ vsˇak vyzˇaduje dodatecˇne´ opticke´ prvky pro phase-shifting. Prˇi natocˇenı´
deˇlicˇe o maly´ u´hel vu˚cˇi opticke´ ose dosta´va´me mimoosove´ usporˇa´da´nı´ vytva´rˇejı´cı´ interferencˇnı´
prouzˇky s vysokou prostorovou frekvencı´ a umozˇnˇujı´cı´ holografickou rekonstrukci prˇedmeˇtove´
vlny. K vy´znamny´m nevy´hoda´m tohoto zarˇı´zenı´ patrˇı´ prˇedevsˇı´m velmi omezeny´ prostor pro
pozorovany´ vzorek (nesmı´ zasahovat do oblasti referencˇnı´ho svazku), omezene´ prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´
a nutnost pouzˇitı´ koherentnı´ho zdroje sveˇtla.
Dalsˇı´ velmi jednoduche´ zarˇı´zenı´ publikoval v roce 2011 Kemper [63]. Je zalozˇeno na dvou-
svazkove´m interferometru s mimoosovy´m usporˇa´da´nı´m. Zpu˚sob pru˚chodu svazku˚ opticky´mi
prvky je velmi blı´zky´ jednocestne´mu interferometru, avsˇak striktneˇ vzato se o jednocestny´
interferometr nejedna´. Vzorek je osveˇtlen laserovy´m svazkem a pozorova´n mikroskopovy´m
objektivem. Za objektivem sveˇtlo vstupuje do interferometru Michelsonova typu. Svazek vstu-
pujı´cı´ do tohoto kompaktnı´ho interferometru je jizˇ ovlivneˇn pozorovany´m vzorkem a lze ho tedy
povazˇovat za svazek prˇedmeˇtovy´. Tento svazek je v interferometru duplikova´n a na vy´stupu in-
terferometru tak dosta´va´me dva zcela shodne´ svazky. Mı´rny´m na´klonem jednoho ze zrcadel
interferometru je docı´leno vza´jemne´ho posunutı´ obrazu˚ vytvorˇeny´ch obeˇma svazky ve vy´stupnı´
rovineˇ, cˇı´mzˇ je za´rovenˇ nastavena mimoosova´ geometrie a vznika´ hologram. Vy´znamnou ne-
vy´hodou tohoto zarˇı´zenı´ je nutnost pra´zdne´ho prostoru kolem pozorovane´ho vzorku, cozˇ ome-
zuje vyuzˇitı´ pouze na pozorova´nı´ jednotlivy´ch maly´ch objektu˚ (naprˇ. samostatny´ch buneˇk).
Du˚vodem je vznik hologramu kombinacı´ dvou shodny´ch vza´jemneˇ posunuty´ch svazku˚, cozˇ
zpu˚sobuje zdvojenı´ obrazu vzorku s navza´jem opacˇny´mi hodnotami rekonstruovane´ fa´ze v bo-
dech odpovı´dajı´cı´ch stejne´mu mı´stu vzorku. Nevy´hodou je take´ nutnost koherentnı´ho zdroje
sveˇtla. Rok prˇed Kemperem publikoval Jang velmi podobne´ zarˇı´zenı´ zalozˇene´ na stejne´m prin-
cipu interference dvou shodny´ch prˇedmeˇtovy´ch svazku˚ [64]. Jang uva´dı´ vyuzˇitı´ pro pozo-
rova´nı´ objektu˚ v mikrofluidnı´ch komu˚rka´ch, kde lze pra´zdne´ oblasti kolem mikrofluidnı´ch
kana´lku˚ vyuzˇı´t jako referencˇnı´ oblasti. Hranu kana´lku tvorˇı´cı´ rozhranı´ mezi prˇedmeˇtovou a refe-
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rencˇnı´ oblastı´ umist’uje do strˇedu zorne´ho pole. Do Michelsonova interferometru zava´dı´ v jedne´
veˇtvi mezi deˇlicˇ svazku a zrcadlo mikroskopovy´ objektiv, ktery´ slouzˇı´ k prˇevra´cenı´ obrazu
v te´to veˇtvi. Dı´ky tomu na vy´stupu docha´zı´ k interferenci pra´zdne´ referencˇnı´ oblasti s oblastı´
prˇedmeˇtovou. Nevy´hodou takove´ho usporˇa´da´nı´ je polovicˇnı´ velikost zorne´ho pole. Jang uva´dı´
mozˇnost vyuzˇitı´ v osove´m i mimoosove´m usporˇa´da´nı´.
Zarˇı´zenı´ podobne´ Kemperovu avsˇak vyuzˇı´vajı´cı´ princip prostorove´ filtrace z DPM publiko-
val Shaked v roce 2012 [65]. Rozdı´l oproti Kemperovu zarˇı´zenı´ spocˇı´va´ v pouzˇitı´ 4 f syste´mu
poskytujı´cı´ho prˇı´stup do Fourierovy roviny (ktera´ se promı´ta´ do roviny obou zrcadel interfe-
rometru) a pouzˇitı´ male´ apertury (pru˚meˇr 20 µm) pro prostorovou filtraci jednoho ze svazku˚
ve Fourieroveˇ rovineˇ. Odfiltrova´nı´m vysoky´ch frekvencı´ vzorku je zı´ska´n referencˇnı´ svazek.
Tı´m je eliminova´na nejza´sadneˇjsˇı´ nevy´hoda Kemperova zarˇı´zenı´ a jsou tedy umozˇneˇna i pozo-
rova´nı´ beˇzˇny´ch, rozsa´hly´ch vzorku˚. Autor uva´dı´ mozˇnost vyuzˇitı´ v osove´m usporˇa´da´nı´ (snı´mky
s fa´zovy´mi posuvy jsou zı´ska´ny posouva´nı´m jednoho ze zrcadel interferometru) a s vy´razny´m
omezenı´m zorne´ho pole take´ v usporˇa´da´nı´ mimoosove´m. V roce 2013 Shaked navrhl modifi-
kaci tohoto interferometru umozˇnˇujı´cı´ i v mimoosove´m usporˇa´da´nı´ dosa´hnout veˇtsˇı´ho zorne´ho
pole [66]. Tato modifikace spocˇı´va´ v nahrazenı´ zrcadla v prˇedmeˇtove´ veˇtvi interferometru
dveˇma zrcadly vytva´rˇejı´cı´mi pravou´hlou odraznou soustavu. Tı´m je dosazˇeno prˇı´cˇne´ho po-
suvu prˇedmeˇtove´ho svazku vu˚cˇi referencˇnı´mu a po pru˚chodu vy´stupnı´ cˇocˇkou 4 f syste´mu
jsou svazky vu˚cˇi sobeˇ skloneˇny, cˇı´mzˇ je nastavena mimoosova´ geometrie interferometru. Jako
nevy´hody teˇchto zarˇı´zenı´ lze uve´st omezene´ prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´ a nutnost pouzˇitı´ koherentnı´ch
zdroju˚ sveˇtla.
V roce 2008 publikoval Mico´ jednoduchy´ jednocestny´ dvousvazkovy´ interferometr umozˇ-
nˇujı´cı´ osovou i mimoosovou geometrii [67]. Osveˇtlenı´ vzorku je zajisˇteˇno divergentnı´m svaz-
kem z laserove´ diody vytva´rˇejı´cı´ bodovy´ zdroj. Svazek je zde podobneˇ jako u Weijuanova
zarˇı´zenı´ rozdeˇlen na dveˇ poloviny, prˇicˇemzˇ jedna polovina procha´zı´ vzorkem a tvorˇı´ prˇedmeˇtovy´
svazek, zatı´mco druha´ procha´zı´ referencˇnı´m vzorkem a tvorˇı´ referencˇnı´ svazek. S tı´m souvisı´
take´ podobne´ omezenı´ prostoru pro pozorovany´ vzorek, ktery´ nesmı´ zasahovat do oblasti re-
ferencˇnı´ho svazku. Vzorek je pozorova´n mikroskopovy´m objektivem a do obrazove´ roviny je
umı´steˇna kamera. Kamera je decentrova´na tak, aby zobrazovala pouze tu polovinu zorne´ho pole
objektivu, ktera´ odpovı´da´ zobrazenı´ pozorovane´ho vzorku. V rovineˇ obrazu bodove´ho zdroje,
ktera´ se nacha´zı´ mezi objektivem a kamerou, je umı´steˇna difrakcˇnı´ mrˇı´zˇka. Prˇi vhodne´ volbeˇ
prostorove´ frekvence vrypu˚ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky dojde na kamerˇe k prˇekrytı´ prˇedmeˇtove´ho svazku
a referencˇnı´ho svazku odkloneˇne´ho mrˇı´zˇkou do prvnı´ho difrakcˇnı´ho rˇa´du. Takto je zajisˇteˇno
osove´ usporˇa´da´nı´ interferometru. Posouva´nı´m difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky v prˇı´cˇne´m smeˇru vu˚cˇi opticke´
ose lze docı´lit vza´jemne´ho fa´zove´ho posuvu mezi svazky a zaznamenane´ snı´mky interfero-
gramu˚ s ru˚zny´mi fa´zovy´mi posuvy jsou pak vyhodnoceny standardnı´mi procedurami phase-
shifting interferometrie. Posunutı´m difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky pode´l opticke´ osy z roviny obrazu bo-
dove´ho zdroje lze jednodusˇe zmeˇnit geometrii interferometru na mimoosovou.
Dalsˇı´ zajı´mavou technikou je tzv. Digital in-line holographic microscopy (DIHM) [68,
69]. Jedna´ se o dvousvazkove´ jednocestne´ osove´ usporˇa´da´nı´, v podstateˇ jde o modernı´ reali-
zaci pu˚vodnı´ho Gaborova usporˇa´da´nı´ [70]. Laserovy´ svazek je fokusova´n do apertury o velmi
male´m pru˚meˇru, cozˇ vytva´rˇı´ kvazi-bodovy´ zdroj osveˇtlujı´cı´ vzorek rozbı´havou kulovou vl-
nou. Vzorek je umı´steˇn v teˇsne´ blı´zkosti tohoto zdroje. Sveˇtlo, ktere´ je vzorkem rozpty´leno,
vytva´rˇı´ prˇedmeˇtovy´ svazek, zatı´mco sveˇtlo nerozpty´lene´ vytva´rˇı´ svazek referencˇnı´. Na kamerˇe,
umı´steˇne´ typicky neˇkolik desı´tek milimetru˚ za vzorkem, pak vznika´ kombinacı´ obou svazku˚
zveˇtsˇeny´ difrakcˇnı´ obrazec (hologram), ktery´ je na´sledneˇ rekonstruova´n. Vy´znamny´m ome-
zenı´m DIHM je omezenı´ pouze na slabeˇ rozptylujı´cı´ vzorky, ktere´ nezpu˚sobujı´ nezˇa´doucı´ nad-
16
meˇrne´ oslabenı´ referencˇnı´ vlny. Dosahovane´ prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´ se pohybuje kolem jednoho mik-
rometru. DIHM v soucˇasne´ dobeˇ vyra´bı´ firma 4Deep Inwater Imaging [71]. Modifikace tohoto
zarˇı´zenı´ publikovana´ Bisharou a oznacˇovana´ jako Lens-free on-chip holographic microscopy
[72] prˇesouva´ vzorek do teˇsne´ blı´zkosti kamery. Takove´ usporˇa´da´nı´ dovoluje pouzˇitı´ veˇtsˇı´ho
pru˚meˇru kvazi-bodove´ho zdroje a pomocı´ jeho posouva´nı´ dosahuje rozlisˇenı´ azˇ kolem 600 nm
prˇi vy´razneˇ veˇtsˇı´m zorne´m poli (5–10× veˇtsˇı´ rozmeˇry oproti DIHM).
Pozoruhodneˇ jednoduchy´ a kompaktnı´ syste´m vyuzˇı´vajı´cı´ principu strˇihove´ interferomet-
rie publikoval v roce 2009 Bon [73] pod na´zvem Quadriwave lateral shearing interferome-
try. Jedna´ se o jednocestny´ cˇtyrˇsvazkovy´ interferometr. Vzorek je zobrazen beˇzˇny´m mikro-
skopem s halogenovou zˇa´rovkou a Ko¨hlerovy´m osveˇtlenı´m. Zarˇı´zenı´ je umı´steˇno ve vy´stupnı´
rovineˇ mikroskopu a je tvorˇeno kamerou a difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou s cˇarovy´mi strukturami ve dvou na
sebe kolmy´ch smeˇrech. Difrakcˇnı´ mrˇı´zˇka je umı´steˇna v teˇsne´ blı´zkosti cˇipu kamery (prˇiblizˇneˇ
1,5 mm). Na kamerˇe docha´zı´ ke vzniku neˇkolika strˇihovy´ch interferogramu˚ najednou vzni-
kajı´cı´ch interferencı´ vza´jemneˇ prˇı´cˇneˇ posunuty´ch prˇedmeˇtovy´ch svazku˚ (vytvorˇeny´ch ru˚zny´mi
difrakcˇnı´mi rˇa´dy difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky). Zaznamenany´ interferencˇnı´ obrazec proto obsahuje inter-
ferencˇnı´ prouzˇky s neˇkolika prostorovy´mi nosny´mi frekvencemi. Demodulacı´ signa´lu modu-
lovane´ho na nosny´ch frekvencı´ch ve dvou na sebe kolmy´ch smeˇrech (definovany´ch strukturou
difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky) jsou zı´ska´ny pru˚beˇhy gradientu fa´ze v teˇchto smeˇrech a integracı´ gradientu˚
je na´sledneˇ rekonstruova´na fa´ze pozorovane´ho vzorku. Nevy´hodou tohoto usporˇa´da´nı´ je 2,7×
mensˇı´ pixelove´ rozlisˇenı´ ve srovna´nı´ s pu˚vodnı´m rozlisˇenı´m pouzˇite´ kamery a nutnost nestan-
dardnı´ho prvku (specia´lnı´ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇka). Toto zarˇı´zenı´ vyra´bı´ firma Phasics [74].
Podobne´ avsˇak slozˇiteˇjsˇı´ zarˇı´zenı´ zalozˇene´ na principu strˇihove´ interferometrie publikoval
v roce 2010 Fu [75]. Usporˇa´da´nı´ je shodne´ s metodou DPM, difrakcˇnı´ mrˇı´zˇka je vsˇak mı´rneˇ
posunuta ve smeˇru opticke´ osy (rozostrˇena) a je tvorˇena cˇa´rovy´mi strukturami ve dvou na
sebe kolmy´ch smeˇrech. Stı´nı´tko ve Fourieroveˇ rovineˇ je upraveno tak, aby v obou smeˇrech
propousˇteˇlo nulty´ a prvnı´ difrakcˇnı´ rˇa´d difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky. Kombinacı´ propusˇteˇny´ch svazku˚ na
kamerˇe pak docha´zı´ ke vzniku interferencˇnı´ho obrazce se dveˇma prostorovy´mi nosny´mi frek-
vencemi a rekonstrukce fa´zove´ho zobrazenı´ probı´ha´ podobneˇ jako v prˇı´padeˇ Bonova interfero-
metru.
Acˇkoliv metoda Nomarske´ho diferencia´lnı´ho interferencˇnı´ho kontrastu (DIC) prˇı´mou de-
tekci fa´ze neumozˇnˇuje, v poslednı´ch letech byla vyvinuta rˇada metod, ktere´ s pomocı´ sestavy
pro DIC detekci fa´ze umozˇnˇujı´. Za´kladnı´ sestava pro DIC je jednocestny´ dvousvazkovy´ strˇihovy´
interferometr vyuzˇı´vajı´cı´ polarizacˇnı´ prvky (Nomarske´ho hranoly) pro oddeˇlenı´ a opeˇtovne´
spojenı´ svazku˚. V za´vislosti na typu DIC (dle zpu˚sobu kompenzace) jsou vyuzˇı´va´ny ru˚zne´
metody pro nastavenı´ smeˇru strˇihu (naprˇ. ota´cˇenı´m vzorku, ota´cˇenı´m hranolu˚) a vza´jemne´ho
fa´zove´ho posuvu mezi svazky (tzv. bias; naprˇ. posuvem objektivove´ho hranolu nebo pomocı´
de Se´narmontova kompenza´toru). Metody pro kvantitativnı´ DIC kombinujı´ snı´mky s ru˚zny´mi
nastavenı´mi orientace strˇihu a/nebo biasu, naprˇ. 4 snı´mky s ru˚zny´m nastavenı´m biasu [76], 1–8
snı´mku˚ s ru˚zny´m nastavenı´m orientace strˇihu [77–79] a cela´ rˇada metod kombinujı´cı´ch nasta-
venı´ biasu i orientace strˇihu [80–83]. Tyto specificke´ prˇı´stupy vyzˇadujı´ specificke´ zpu˚soby re-
konstrukce gradientu fa´ze. Ze zı´skany´ch pru˚beˇhu˚ gradientu fa´ze lze na´sledneˇ vypocˇı´tat rozlozˇenı´
fa´ze naprˇ. integracı´ gradientu˚ po krˇivce, iterativnı´mi metodami nebo metodami zalozˇeny´mi na
Fourieroveˇ transformaci [83]. Vy´znamny´mi vy´hodami metod vyuzˇı´vajı´cı´ch DIC jsou tvorba
opticky´ch rˇezu˚ [81] a bezproble´move´ vyuzˇitı´ objektivu˚ s vysoky´mi aperturami prˇina´sˇejı´cı´ vy-
soke´ prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´. K nevy´hoda´m lze zarˇadit nutnost za´znamu neˇkolika snı´mku˚ znemozˇnˇujı´cı´
pozorova´nı´ rychly´ch dynamicky´ch deˇju˚ a vyzˇadujı´cı´ cˇasto mechanicke´ polohova´nı´ neˇktery´ch
prvku˚ nebo vzorku. Nevy´hodnou vlastnostı´ je take´ citlivost neˇktery´ch metod na nerovnomeˇrnosti
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osveˇtlenı´ zorne´ho pole. Neˇkolik prˇı´stupu˚ rˇesˇı´cı´ch tento proble´m publikoval naprˇ. Shribak [81].
Proble´m rychlosti snı´ma´nı´ rˇesˇı´ naprˇ. pouzˇitı´ specia´lnı´ pixelove´ polarizacˇnı´ masky pro CCD
(podobneˇ jako u PSI) umozˇnˇujı´cı´ nasnı´ma´nı´ neˇkolika snı´mku˚ s ru˚zny´mi orientacemi strˇihu na-
jednou [78], nebo vyuzˇitı´ tekuty´ch krystalu˚ pro rychle´ prˇepı´na´nı´ orientacı´ strˇihu a nastavenı´
vza´jemne´ho fa´zove´ho posuvu svazku˚ [83].
1.1.2 Neinterferometricke´ metody
Technika rˇesˇenı´ transportnı´ rovnice intenzity (transport of intensity equation, TIE) je zalozˇena
na teorii odvozene´ Teaguem jizˇ v roce 1983 [84]. Avsˇak azˇ vy´pocˇetnı´ vy´kon novodobe´ tech-
niky napomohl jejı´mu znacˇne´mu rozvoji v poslednı´ch letech [85–87]. Metoda je zalozˇena na
numericke´m vy´pocˇtu rozlozˇenı´ fa´ze vlny ze trˇı´ intenzitnı´ch za´znamu˚ porˇı´zeny´ch v ru˚zny´ch ro-
vina´ch zaostrˇenı´. Pro vy´pocˇet je nutne´ zna´t rozlozˇenı´ intenzity a jejı´ derivace pode´l opticke´ osy.
Rozlozˇenı´ intenzity je zı´ska´no nasnı´ma´nı´m zaostrˇene´ho snı´mku intenzity v rovineˇ zaostrˇenı´
a derivace pode´l opticke´ osy je zı´ska´na nasnı´ma´nı´m mı´rneˇ rozostrˇeny´ch snı´mku˚ v okolı´ roviny
ostrosti (v obou smeˇrech). Prˇeostrˇova´nı´ je prova´deˇno posouva´nı´m vzorku, objektivu nebo detek-
toru pode´l opticke´ osy. Rozlozˇenı´ fa´ze z nasnı´many´ch snı´mku˚ je na´sledneˇ vypocˇı´ta´no rˇesˇenı´m
diferencia´lnı´ transportnı´ rovnice intenzity. Tato technika umozˇnˇuje kvantitativnı´ fa´zove´ zobra-
zova´nı´ s vyuzˇitı´m beˇzˇny´ch mikroskopu˚. Velkou vy´hodou oproti interferencˇnı´m mikroskopu˚m je
jednoznacˇne´ urcˇenı´ fa´ze, nenı´ tedy zapotrˇebı´ prova´deˇt navazova´nı´ fa´ze. K vy´znamny´m nevy´ho-
da´m metody lze uve´st za´vislost citlivosti detekce fa´ze na numericke´ aperturˇe mikroskopove´ho
objektivu, prˇedpoklad slabeˇ rozptylujı´cı´ch vzorku˚ omezujı´cı´ vyuzˇitı´ techniky a nutnost snı´ma´nı´
trˇı´ snı´mku˚, cozˇ znemozˇnˇuje sledova´nı´ rychly´ch deˇju˚. Zuo pro zrychlenı´ snı´ma´nı´ navrhl vyuzˇı´t
optiku s elektricky nastavitelnou ohniskovou vzda´lenostı´ [88]. Zajı´mave´ zarˇı´zenı´ vyuzˇı´vajı´cı´
barevnou vadu ve spojenı´ s barevnou kamerou pro nasnı´ma´nı´ vsˇech trˇı´ snı´mku˚ najednou publi-
koval Waller [89]. Vyuzˇitı´ TIE ve spojenı´ s Nomarske´ho diferencia´lnı´m interferencˇnı´m kontras-
tem (DIC) navrhla Kou [90]. Zarˇı´zenı´ zalozˇena´ na principu TIE vyra´bı´ v soucˇasne´ dobeˇ firma
PhaseView [91].
Dalsˇı´ zajı´mavou neinterferometrickou metodou je ptychografie. Za´kladnı´ koncept metody
byl publikova´n jizˇ v roce 1969 [92]. Prakticke´ iterativnı´ metody vsˇak byly objeveny teprve
v neda´vne´ dobeˇ (naprˇ. [93]). Vzorek je osveˇtlova´n laserovy´m svazkem (rovnobeˇzˇny´m cˇi sbı´ha-
vy´m), vytva´rˇejı´cı´m v rovineˇ vzorku stopu o pru˚meˇru desı´tek azˇ stovek mikrometru˚. Za´sadnı´m
prˇedpokladem je a priori znalost funkce svazku (amplitudy a fa´ze) v te´to rovineˇ. Prˇi pru˚chodu
svazku vzorkem dojde k difrakci svazku na strukturˇe vzorku a vznikajı´cı´ difrakcˇnı´ obrazec za-
znamena´va´ kamera umı´steˇna´ za vzorkem (vzda´lenost typicky desı´tky milimetru˚). Neˇkdy jsou
pro ptychograficke´ zobrazova´nı´ vyuzˇı´va´ny take´ beˇzˇne´ opticke´ mikroskopy – v takove´m prˇı´padeˇ
je rovina difrakcˇnı´ho obrazce prˇena´sˇena na kameru optikou mikroskopu. Vzorek je svazkem po-
stupneˇ prorastrova´va´n v prˇı´cˇne´m smeˇru a pro kazˇdou polohu je zaznamena´n snı´mek difrakcˇnı´ho
obrazce. Velikost kroku rastrova´nı´ je volena tak, aby se stopy prˇekry´valy – kazˇdy´ bod vzorku
je tak osveˇtlen neˇkolikra´t, cozˇ zarucˇuje jednoznacˇnost vy´sledne´ rekonstrukce. Rekonstrukce
prˇedpokla´da´ 2D funkci propustnosti vzorku (tedy velmi tenky´ vzorek) a male´ rozmeˇry rekon-
struovane´ oblasti vzhledem k velikosti cˇipu kamery. Jedna´ se o iterativnı´ proces vycha´zejı´cı´ z pr-
votnı´ho odhadu 2D funkce propustnosti vzorku, ktery´ je v dalsˇı´ch krocı´ch postupneˇ zprˇesnˇova´n
azˇ pod u´rovenˇ zadane´ chyby. Jednotlive´ kroky obna´sˇejı´ prˇepocˇet difraktovane´ vlny z roviny
vzorku do roviny detektoru, nahrazenı´ amplitudy fourierovske´ho spektra vlny zaznamenany´m
snı´mkem a prˇepocˇet zpeˇt do roviny vzorku. Dosazˇitelne´ rozlisˇenı´ rekonstruovane´ho obrazu je
da´no parametry kamery (velikost pixelu, velikost cˇipu) a jejı´ vzda´lenostı´ od vzorku a dosahuje
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hodnot kolem jedne´ vlnove´ de´lky pouzˇite´ho sveˇtla. Zorne´ pole je urcˇeno velikostı´ rastrovane´
oblasti, na ktere´ dosˇlo k prˇekryvu stop svazku. K vy´znamny´m omezenı´m metody patrˇı´ dlouha´
doba snı´ma´nı´ (stovky snı´mku˚) a vy´pocˇetnı´ na´rocˇnost (stovky iteracı´) znemozˇnˇujı´cı´ pozorova´nı´
rychly´ch dynamicky´ch deˇju˚ (zı´ska´nı´ rekonstrukce typicky trva´ desı´tky azˇ stovky sekund). Vliv
teplotnı´ch driftu˚ navı´c v pru˚beˇhu snı´ma´nı´ zpu˚sobuje vznik neprˇesnostı´ v rekonstruovane´m ob-
raze. Pravidelny´ krok rastrova´nı´ zase prˇispı´va´ ke vzniku periodicky´ch artefaktu˚. Vyuzˇitı´ ptycho-
grafie pro snı´ma´nı´ zˇivy´ch buneˇk uva´dı´ naprˇ. publikace [94–96]. Zarˇı´zenı´ zalozˇena´ na principu
ptychografie vyra´bı´ firma Phase Focus [97].
Neˇktere´ techniky vyuzˇı´vajı´ pro detekci fa´ze sˇikme´ osveˇtlenı´. Jedna´ se o pomeˇrneˇ jedno-
ducha´ zarˇı´zenı´ prˇipojitelna´ k beˇzˇny´m mikroskopu˚m. Iglesias publikoval zarˇı´zenı´ s na´zvem
Pyramid wavefront sensor (PWFS) [98]. Vzorek je osveˇtlova´n plosˇny´m monochromaticky´m
zdrojem a pozorova´n beˇzˇny´m mikroskopem. Ve vy´stupnı´ rovineˇ mikroskopu se nacha´zı´ cˇocˇka
umozˇnˇujı´cı´ prˇı´stup do Fourierovy roviny. V te´to rovineˇ je umı´steˇn skleneˇny´ pravidelny´ cˇtyrˇboky´
jehlan (pyramida). Tato komponenta ve Fourieroveˇ rovineˇ opticky rozdeˇluje zdroj na cˇtyrˇi kvad-
ranty a za´rovenˇ rozdeˇluje dopadajı´cı´ svazek na cˇtyrˇi podsvazky sˇı´rˇı´cı´ se rozdı´lny´mi smeˇry. Za
pyramidou je umı´steˇna druha´ cˇocˇka, ktera´ zobrazuje vy´stupnı´ rovinu mikroskopu na kameru
umı´steˇnou na konci sestavy. V jednotlivy´ch kvadrantech kamery vznikajı´ cˇtyrˇi odlisˇna´ zobra-
zenı´ pozorovane´ho vzorku v sˇikme´m osveˇtlenı´ vytvorˇena´ odpovı´dajı´cı´m kvadrantem zdroje.
Tato zobrazenı´ jsou zaznamena´na v jedine´m snı´mku z kamery. Jednoduchy´m zpracova´nı´m cˇtyrˇ
zaznamenany´ch podsnı´mku˚ s sˇikmy´m osveˇtlenı´m lze zı´skat signa´ly proporciona´lnı´ gradientu
fa´ze ve dvou na sebe kolmy´ch smeˇrech. Z teˇchto signa´lu˚ lze na´sledneˇ po provedenı´ kalibracˇnı´ho
meˇrˇenı´ vypocˇı´tat rozlozˇenı´ fa´ze pozorovane´ho vzorku. Nevy´hodou toho zarˇı´zenı´ je nutnost
pouzˇitı´ monochromaticke´ho zdroje. Tuto nevy´hodu odstranil Parthasarathy na´vrhem achroma-
ticke´ho zarˇı´zenı´ nazvane´ho Partitioned aperture wavefront imaging device (PAW) [99]. Zarˇı´zenı´
vyuzˇı´va´ mı´sto pyramidy specia´lnı´ prvek vytvorˇeny´ ze cˇtyrˇ mimoosoveˇ ulozˇeny´ch cˇocˇek. Obec-
nou nevy´hodou teˇchto zarˇı´zenı´ je rozdeˇlenı´ detekcˇnı´ apertury – uvedena´ zarˇı´zenı´ vyuzˇı´vajı´
pouze 1/2 numericke´ apertury objektivu, cozˇ ma´ za na´sledek horsˇı´ dosazˇitelne´ prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´.
1.2 Holografie
Jelikozˇ mikroskop navrzˇeny´ v ra´mci te´to pra´ce je zalozˇen na principech holografie, prˇipomene-
me strucˇneˇ historii a za´klady te´to techniky.
Princip holografie byl objeven Dennisem Gaborem v roce 1948 [70] jako mozˇny´ zpu˚sob
zlepsˇenı´ rozlisˇenı´ elektronove´ho mikroskopu. Gabor navrhl metodu sesta´vajı´cı´ ze dvou kroku˚.
Nejprve bylo nutne´ porˇı´dit za´znam interference koherentnı´ho elektronove´ho svazku s jeho cˇa´stı´
difraktovanou pozorovany´m vzorkem – takovy´ za´znam uchova´val kompletnı´ informaci o do-
padajı´cı´ vlneˇ, amplitudeˇ i fa´zi, a proto ho Gabor nazval hologram (z rˇecke´ho holos, tj. u´plny´).
Na´sledneˇ bylo nutne´ tento za´znam rekonstruovat pomocı´ sveˇtelne´ vlny. Takovy´ postup sliboval
zı´ska´nı´ vy´razneˇ lepsˇı´ho rozlisˇenı´ nezˇ dovolovaly nedokonale´ cˇocˇky elektronovy´ch mikroskopu˚
a dı´ky pomeˇru pouzˇity´ch vlnovy´ch de´lek take´ zveˇtsˇenı´ v rˇa´du 105. Pokusy o experimenta´lnı´
realizaci vsˇak nebyly u´speˇsˇne´ z du˚vodu nedostupnosti dostatecˇneˇ koherentnı´ch zdroju˚ elektro-
nove´ho i sveˇtelne´ho svazku a nedokonalosti tehdejsˇı´ elektronove´ optiky [100]. Prˇesto holografie
beˇhem dalsˇı´ch let nasˇla rˇadu velmi du˚lezˇity´ch aplikacı´ a Gabor za svu˚j pru˚lomovy´ objev obdrzˇel
v roce 1971 Nobelovu cenu.
Po objevu vysoce koherentnı´ho zdroje sveˇtla – laseru – v 60. letech 20. stoletı´ dosˇlo k vel-
ke´mu rozvoji holografie v oblasti sveˇtelne´ optiky. Emmett Leith a Juris Upatnieks objevili tzv.
mimoosove´ holograficke´ usporˇa´da´nı´, ktere´ umozˇnilo separovat obrazovy´ cˇlen od nezˇa´doucı´ho
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komplexneˇ sdruzˇene´ho cˇlenu a cˇlenu nulte´ho rˇa´du [101]. Tı´m byly odstraneˇny neˇktere´ nevy´hody
Gaborova tzv. osove´ho usporˇa´da´nı´. Leith s Upatnieksem pozdeˇji take´ objevili celou rˇadu achro-
maticky´ch mimoosovy´ch usporˇa´da´nı´ umozˇnˇujı´cı´ch pouzˇitı´ nı´zkokoherentnı´ch zdroju˚ [102–105].
Postup, kdy je hologram zaznamena´n na fotografickou desku, ktera´ je na´sledneˇ vyvola´na
a rekonstrukce je provedena osveˇtlenı´m hologramu samotnou referencˇnı´ vlnou, je nejcˇasteˇji
nazy´va´n jako tzv. klasicka´ (opticka´) holografie. S prˇı´chodem digita´lnı´ch detektoru˚ a vy´pocˇetnı´
techniky vsˇak byl tento prˇı´stup postupneˇ nahrazen tzv. digita´lnı´ holografiı´, kdy je hologram za-
znamena´n digita´lnı´m detektorem a rekonstrukce hologramu je jizˇ prova´deˇna numericky pomocı´
pocˇı´tacˇe. To umozˇnilo znacˇne´ zrychlenı´ a zjednodusˇenı´ cele´ho procesu.
1.3 Holograficka´ mikroskopie na FSI VUT
Koherencı´ rˇı´zene´ holograficke´ mikroskopy (CCHM z anglicke´ho na´zvu Coherence-controlled
holographic microscope) vyvı´jene´ na FSI VUT jsou dvousvazkove´ dvoucestne´ interferencˇnı´ mi-
kroskopy zalozˇene´ na mimoosove´ geometrii. Dı´ky sve´mu unika´tnı´mu usporˇa´da´nı´ vsˇak narozdı´l
od DHM umozˇnˇujı´ vyuzˇitı´ prostoroveˇ i cˇasoveˇ nekoherentnı´ch zdroju˚ osveˇtlenı´. Tı´m jsou spo-
jeny vy´hody obou zminˇovany´ch skupin dvousvazkovy´ch dvoucestny´ch interferencˇnı´ch mikro-
skopu˚ (PSI a DHM) a za´rovenˇ jsou eliminova´ny jejich nevy´hody. Koherencı´ rˇı´zeny´ holograficky´
mikroskop tak umozˇnˇuje kvantitativnı´ fa´zove´ zobrazova´nı´ velmi rychly´ch deˇju˚, silne´ potlacˇenı´
koherencˇnı´ho sˇumu a parazitnı´ch interferencı´, vyuzˇitı´ efektu koherencˇnı´ bra´ny a prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´
srovnatelne´ s konvencˇnı´mi opticky´mi mikroskopy. Za´rovenˇ je mozˇne´ vhodny´m nastavenı´m ko-
herence osveˇtlenı´ prˇizpu˚sobovat tyto vlastnosti zobrazenı´ pozˇadavku˚m experimentu.
Prvnı´ holograficky´ mikroskop byl na U´stavu fyzika´lnı´ho inzˇeny´rstvı´ FSI VUT v Brneˇ vy-
vinut v roce 1999 [106]. Teoreticky i experimenta´lneˇ byla proka´za´na hloubkova´ diskriminace
[106, 107], byl vytvorˇen teoreticky´ popis zobrazenı´ a porovna´n s dalsˇı´mi zobrazovacı´mi tech-
nikami [108, 109]. Byla provedena rˇada experimentu˚ na technicky´ch [18, 110, 111] i biolo-
gicky´ch [14,112,113] aplikacı´ch. Byla navrzˇena nova´ metoda zobrazenı´ vyuzˇı´vajı´cı´ kombinaci
fa´ze a hloubkoveˇ diskriminovane´ intenzity [111]. V neda´vne´ dobeˇ byly take´ objeveny vy´znamne´
zobrazovacı´ vlastnosti CCHM prˇi zobrazova´nı´ prˇes rozptylna´ prostrˇedı´ [114–116] a byla odvo-
zena teorie pro numericke´ prˇeostrˇova´nı´ v prostoroveˇ nekoherentnı´m osveˇtlenı´ [117].
Poslednı´ koncepce koherencı´ rˇı´zene´ho holograficke´ho mikroskopu, ktera´ byla na VUT vy-
vinuta, je podrobneˇ popsa´na v [114] a [118] (obr. 1). Jako deˇlicˇ svazku je zde pouzˇita difrakcˇnı´
mrˇı´zˇka rozdeˇlujı´cı´ dopadajı´cı´ sveˇtlo do prˇedmeˇtove´ a referencˇnı´ veˇtve interferometru. Rovina
difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky je opticky sdruzˇena s vy´stupnı´ rovinou interferometru podle principu navr-
zˇene´ho Leithem [102] a na vy´stupu tak vznika´ achromaticky´ interferencˇnı´ obrazec – interfe-
rencˇnı´ prouzˇky o stejne´ prostorove´ frekvenci pro libovolnou vlnovou de´lku. Takove´ usporˇa´da´nı´
interferometru vsˇak prˇina´sˇı´ neˇktera´ omezenı´, ktera´ se beˇhem experimenta´lnı´ho oveˇrˇova´nı´ mik-
roskopu uka´zala jako za´sadnı´. V prvnı´ rˇadeˇ jde o omezenı´ spektra´lnı´ propustnosti mikroskopu.
To je zpu˚sobeno pouzˇitı´m difrakcˇnı´ho deˇlicˇe svazku v osveˇtlovacı´ soustaveˇ, kde je pro dosazˇenı´
Ko¨hlerova osveˇtlenı´ rovina zdroje zobrazena do ohniskove´ roviny kondenzoru˚. V te´to rovineˇ
docha´zı´ vlivem disperze na difrakcˇnı´ mrˇı´zˇce k stranove´mu posunutı´ obrazu˚ zdroje podle vlnove´
de´lky a na´sledneˇ k omezenı´ teˇchto obrazu˚ zdroje aperturou vstupnı´ pupily kondenzoru˚. Je-
likozˇ mohou interferovat pouze paprsky pocha´zejı´cı´ ze stejne´ho bodu plosˇne´ho zdroje, docha´zı´
tak prˇi vzdalova´nı´ aktua´lnı´ vlnove´ de´lky od centra´lnı´ vlnove´ de´lky ke snizˇova´nı´ kontrastu in-
terferencˇnı´ch prouzˇku˚ vy´sledne´ho hologramu. Za´rovenˇ docha´zı´ k anizotropnı´mu prˇenosu pro-
storovy´ch frekvencı´ pozorovane´ho vzorku. Dalsˇı´m omezenı´m je nutnost pouzˇitı´ kondenzoru˚
o zveˇtsˇenı´ shodne´m se zveˇtsˇenı´m objektivu˚. Tato podmı´nka je nutna´ pro zajisˇteˇnı´ nemeˇnne´ pro-
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storove´ frekvence interferencˇnı´ch prouzˇku˚ ve vy´stupnı´ rovineˇ prˇi ru˚zny´ch zveˇtsˇenı´ch. Proto jsou
jako kondenzory vyuzˇity mikroskopove´ objektivy. To vsˇak prˇina´sˇı´ neˇktera´ prakticka´ omezenı´
jako je nutnost vy´meˇny cˇtyrˇ prvku˚ (dva objektivy a dva kondenzory) prˇi zmeˇneˇ zveˇtsˇenı´ nebo
nedostatek pracovnı´ho prostoru mezi kondenzorem a objektivem (zvla´sˇteˇ prˇi pouzˇitı´ objektivu˚
s vysokou numerickou aperturou). Du˚lezˇity´mi hledisky jsou take´ na´klady nutne´ na porˇı´zenı´
cˇtyrˇ objektivu˚ pro kazˇde´ zveˇtsˇenı´ a na´rocˇna´ obsluha a serˇizova´nı´ prˇı´stroje. Mikroskop je navı´c
navrzˇen pro mikroskopove´ objektivy s konecˇnou tubusovou de´lkou, cozˇ prˇina´sˇı´ omezenı´ ma-
xima´lnı´ vzda´lenosti veˇtvı´ mikroskopu (znemozˇnˇuje pozorova´nı´ rozmeˇrny´ch vzorku˚) a proble-
matickou implementaci dalsˇı´ch zobrazovacı´ch technik (jako naprˇ. fluorescencˇnı´ mikroskopie).
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Obra´zek 1: Koherencı´ rˇı´zeny´ holograficky´ mikroskop dle [114]. Cˇerny´ paprsek prˇı´slusˇı´ centra´lnı´
vlnove´ de´lce, pro kterou je mikroskop navrzˇen, modry´ znacˇı´ kratsˇı´ vlnovou de´lku a cˇerveny´ delsˇı´
vlnovou de´lku. Zdroj sveˇtla (S), kolektor (L), difrakcˇnı´ mrˇı´zˇka (DG), zrcadla (M), kondenzory
(C), rovina pozorovane´ho vzorku (Sp), rovina referencˇnı´ho vzorku (R), mikroskopove´ objektivy
(O), vy´stupnı´ objektiv (OL), vy´stupnı´ rovina (OP), detektor (D).
1.4 Cı´le dizertacˇnı´ pra´ce
Prˇedmeˇtem te´to pra´ce byl vy´voj koherencı´ rˇı´zene´ho holograficke´ho mikroskopu nove´ generace,
ktery´ umozˇnı´ zachovat vy´hodne´ zobrazovacı´ vlastnosti prˇedchozı´ koncepce, avsˇak odstranı´ jejı´
sta´vajı´cı´ omezenı´ a zvy´sˇı´ tak vyuzˇitelnost prˇı´stroje prˇedevsˇı´m v biologicky´ch aplikacı´ch. Cı´le
pra´ce tedy byly na´sledujı´cı´:
• na´vrh nove´ opticke´ soustavy mikroskopu,
• odvozenı´ a popis za´kladnı´ch parametru˚,
• mechanicke´ provedenı´ laboratornı´ sestavy,
• experimenta´lnı´ oveˇrˇenı´ opticky´ch parametru˚.
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2 Na´vrh a parametry CCHM
2.1 Na´vrhy opticke´ho usporˇa´da´nı´
Beˇhem vy´voje nove´ koncepce CCHM vzniklo postupneˇ neˇkolik na´vrhu˚ opticke´ho usporˇa´da´nı´
mikroskopu. Funkcˇnost teˇchto na´vrhu˚ byla oveˇrˇova´na pomocı´ simulacı´ v programu ZEMAX
(viz Dodatek A). Vsˇechny tyto koncepce jsou zalozˇeny na principu mimoosove´ holografie
a vyuzˇı´vajı´ jednu nebo vı´ce difrakcˇnı´ch mrˇı´zˇek pro zajisˇteˇnı´ achromaticˇnosti cele´ho interfe-
rometru podle [102]. Pro tvorbu na´vrhu˚ byly stanoveny tyto obecne´ pozˇadavky vycha´zejı´cı´ ze
zkusˇenostı´ s prˇedchozı´ koncepcı´ mikroskopu:
• achromaticky´ interferometr zalozˇeny´ na principu mimoosove´ holografie,
• cˇasoveˇ i prostoroveˇ nekoherentnı´ osveˇtlenı´,
• konfigurace pro procha´zejı´cı´ sveˇtlo,
• neomezena´ spektra´lnı´ propustnost v cele´m viditelne´m spektru,
• objektivy korigovane´ na nekonecˇnou tubusovou de´lku,
• beˇzˇne´ mikroskopove´ kondenzory pro osveˇtlenı´ vzorku,
• zmeˇna zveˇtsˇenı´ bez nutnosti vy´meˇny kondenzoru˚,
• dostatecˇna´ vzda´lenost veˇtvı´ interferometru pro pozorova´nı´ beˇzˇny´ch biologicky´ch vzorku˚,
• jednoduchy´ serˇizovacı´ postup umozˇnˇujı´cı´ prˇı´padnou automatizaci,
• jednoducha´ implementace dalsˇı´ch zobrazovacı´ch technik.
Vybrane´ na´vrhy opticke´ho usporˇa´da´nı´ a pru˚chod osove´ho paprsku optickou soustavou jsou
sche´maticky zna´zorneˇny na obr. 2. Modrˇe jsou oznacˇeny paprsky s kratsˇı´ vlnovou de´lkou nezˇ
paprsky oznacˇene´ cˇerveneˇ.
Na´vrh A je zalozˇen na pouzˇitı´ dvou transmisnı´ch difrakcˇnı´ch mrˇı´zˇek umı´steˇny´ch v pro-
storu rovnobeˇzˇne´ho chodu paprsku˚ mezi objektivem a tubusovou cˇocˇkou. Obeˇ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky
majı´ stejnou prostorovou frekvenci vrypu˚ a jsou ”blejzova´ny“ pro dosazˇenı´ vysoke´ u´cˇinnosti
v prvnı´m difrakcˇnı´m rˇa´du. U druhe´ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky vyuzˇı´va´me difrakcˇnı´ rˇa´d s opacˇny´m zna-
me´nkem oproti mrˇı´zˇce prvnı´. Tı´m docha´zı´ prˇed vstupem do tubusove´ cˇocˇky k rozlozˇenı´ pa-
prsku˚ ru˚zny´ch vlnovy´ch de´lek ve smeˇru osy y. Po pru˚chodu tubusovou cˇocˇkou pak dopadajı´
paprsky ru˚zny´ch vlnovy´ch de´lek do obrazove´ho bodu pod ru˚zny´mi u´hly. Vhodnou volbou pro-
storove´ frekvence mrˇı´zˇek a jejich vza´jemne´ vzda´lenosti lze nastavit achromaticke´ holograficke´
zobrazenı´ v tomto bodeˇ - tedy vznik interferencˇnı´ch prouzˇku˚ o stejne´ prostorove´ frekvenci pro
vsˇechny vlnove´ de´lky. Pro mimoosove´ body vzorku vsˇak tento princip nefunguje zcela korektneˇ.
Dı´ky sˇikme´mu chodu paprsku˚ mezi objektivem a tubusovou cˇocˇkou v tomto prˇı´padeˇ docha´zı´
k veˇtsˇı´mu vza´jemne´mu posuvu paprsku˚ s ru˚zny´mi vlnovy´mi de´lkami a holograficke´ zobrazenı´
mimoosove´ho bodu tak nenı´ dokonale achromaticke´. Tento na´vrh by navı´c vyzˇadoval velkou
u´cˇinnou plochu difrakcˇnı´ch mrˇı´zˇek a vza´jemna´ interference sveˇtla pocha´zejı´cı´ho z vedlejsˇı´ch
difrakcˇnı´ch rˇa´du˚ (ktere´ nelze v takove´mto usporˇa´da´nı´ oddeˇlit) obou mrˇı´zˇek by zpu˚sobovala de-
gradaci signa´lu. Jako vy´hodu tohoto usporˇa´da´nı´ lze zmı´nit fakt, zˇe rovina mrˇı´zˇek nenı´ opticky
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Obra´zek 2: Vybrane´ na´vrhy opticke´ho usporˇa´da´nı´ nove´ koncepce mikroskopu. Zdroj sveˇtla (S),
kolektor (L), deˇlicˇ svazku (BS), zrcadla (M), kondenzory (C), rovina pozorovane´ho vzorku (Sp),
rovina referencˇnı´ho vzorku (R), mikroskopove´ objektivy (O), tubusove´ cˇocˇky (TL), difrakcˇnı´
mrˇı´zˇky (DG), vy´stupnı´ objektiv (OL), vy´stupnı´ rovina (OP), detektor (D).
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sjednocena s vy´stupnı´ rovinou mikroskopu a prˇı´padne´ defekty a necˇistoty na mrˇı´zˇka´ch tak nega-
tivneˇ neovlivnˇujı´ kvalitu interferencˇnı´ho signa´lu. Dı´ky umı´steˇnı´ difrakcˇnı´ch mrˇı´zˇek v prostoru
rovnobeˇzˇne´ho chodu paprsku˚ take´ nenı´ kompromitova´na kvalita zobrazenı´.
Na´vrh B je rovneˇzˇ zalozˇen na pouzˇitı´ dvou transmisnı´ch difrakcˇnı´ch mrˇı´zˇek, avsˇak v tomto
prˇı´padeˇ jsou mrˇı´zˇky umı´steˇny za tubusovou cˇocˇkou v prostoru fokusovane´ho svazku. Obeˇ di-
frakcˇnı´ mrˇı´zˇky jsou ”blejzova´ny“ pro dosazˇenı´ vysoke´ u´cˇinnosti v prvnı´m difrakcˇnı´m rˇa´du.
Druha´ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇka ma´ oproti prvnı´ mrˇı´zˇce dvakra´t vysˇsˇı´ prostorovou frekvenci vrypu˚
a vyuzˇı´va´ difrakcˇnı´ rˇa´d s opacˇny´m zname´nkem. Mrˇı´zˇky musı´ by´t umı´steˇny tak, aby vzda´lenost
prvnı´ mrˇı´zˇky od druhe´ byla rovna vzda´lenosti druhe´ mrˇı´zˇky od vy´stupnı´ roviny interferometru.
Dı´ky tomuto usporˇa´da´nı´ vznika´ na vy´stupu achromaticke´ holograficke´ zobrazenı´ i pro mimoo-
sove´ body vzorku. Takove´to umı´steˇnı´ difrakcˇnı´ch mrˇı´zˇek do fokusovane´ho svazku vsˇak za´rovenˇ
zpu˚sobuje vznik opticky´ch vad a degraduje tak kvalitu zobrazenı´. Docha´zı´ ke vzniku astigma-
tismu a obrazy bodu tvorˇene´ fokusovany´m svazkem o ru˚zny´ch vlnovy´ch de´lka´ch navı´c vzni-
kajı´ v ru˚zny´ch poloha´ch ve smeˇru os x i z. Ke vzniku opticky´ch vad zobrazenı´ prˇispı´va´ take´
fakt, zˇe sveˇtlo fokusovane´ho svazku za tubusovou cˇocˇkou procha´zı´ substra´ty mrˇı´zˇek tvorˇeny´mi
skleneˇny´mi desticˇkami. Spolecˇnou nevy´hodou tohoto na´vrhu a na´vrhu A je nutnost velke´ u´cˇinne´
plochy pouzˇity´ch difrakcˇnı´ch mrˇı´zˇek a vza´jemna´ interference sveˇtla pocha´zejı´cı´ho z vedlejsˇı´ch
difrakcˇnı´ch rˇa´du˚ obou mrˇı´zˇek. Spolecˇnou vy´hodou je potom fakt, zˇe rovina mrˇı´zˇek nenı´ op-
ticky sjednocena s vy´stupnı´ rovinou mikroskopu a prˇı´padne´ defekty a necˇistoty na mrˇı´zˇka´ch
tak vy´razneˇ neovlivnˇujı´ kvalitu interferencˇnı´ho signa´lu. Kvalita zobrazenı´ tohoto na´vrhu byla
oveˇrˇova´na experimenta´lneˇ na jednoduche´ laboratornı´ sestaveˇ (viz obr. 3). V roce 2011 byl na
toto usporˇa´da´nı´ udeˇlen uzˇitny´ vzor [119].
Obra´zek 3: Fotografie laboratornı´ sestavy pro testova´nı´ na´vrhu B. Zdroj sveˇtla (S), kolektor (L),
deˇlicˇ svazku (BS), zrcadla (M), kondenzory (C), mikroskopove´ objektivy (O), difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky
(DG), vy´stupnı´ objektiv (OL).
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Na´vrh C je principia´lneˇ shodny´ s na´vrhem B, avsˇak pro spojenı´ veˇtvı´ na vy´stupu interfe-
rometru vyuzˇı´va´ polopropustny´ deˇlicˇ svazku. Tı´m vsˇak docha´zı´ ke ztra´ta´m sveˇtla, ke ktery´m
u prˇedchozı´ch na´vrhu˚ vyuzˇı´vajı´cı´ch zrcadla nedocha´zı´.
Z uvedeny´ch na´vrhu˚ je mozˇne´ odvodit celou rˇadu dalsˇı´ch variacı´, ktere´ se lisˇı´ typem po-
uzˇity´ch difrakcˇnı´ch mrˇı´zˇek (transmisnı´, reflexnı´), jejich umı´steˇnı´m bud’ pouze v jedne´ veˇtvi
(na´vrh A) nebo v obou veˇtvı´ch (na´vrh B) interferometru, nebo take´ zpu˚sobem spojenı´ obou
veˇtvı´ na vy´stupu interferometru (polopropustny´m deˇlicˇem – na´vrh C, zrcadly – na´vrhy A, B).
Zˇa´dny´ z uvedeny´ch na´vrhu˚ a jejich variacı´ vsˇak kvu˚li vy´sˇe zmı´neˇny´m omezenı´m nebyl vy-
hodnocen jako vhodny´ pro dalsˇı´ vy´voj. Tyto na´vrhy vsˇak prˇispeˇly k vytvorˇenı´ fina´lnı´ho na´vrhu,
ktery´ se stal za´kladem nove´ koncepce mikroskopu. Popisu tohoto na´vrhu a podrobne´mu rozboru
a oveˇrˇenı´ zobrazovacı´ch vlastnostı´ jsou veˇnova´ny zby´vajı´cı´ kapitoly te´to pra´ce.
2.2 Opticke´ usporˇa´da´nı´
V za´kladnı´m cˇleneˇnı´ se CCHM nelisˇı´ od beˇzˇny´ch opticky´ch mikroskopu˚, je tvorˇen osveˇtlovacı´
soustavou, zobrazovacı´ soustavou a detektorem. Opticke´ usporˇa´da´nı´ mikroskopu je zalozˇeno na
interferometru Mach-Zehnderova typu upravene´ho pro achromatickou mimoosovou holografii
(viz obr. 4). Sveˇtlo procha´zejı´cı´ soustavou mikroskopu se tedy sˇı´rˇı´ dveˇma vza´jemneˇ oddeˇleny´mi
opticky´mi cestami – prˇedmeˇtovou a referencˇnı´ veˇtvı´. Obeˇ veˇtve interferometru jsou tvorˇeny
shodny´mi mikroskopovy´mi soustavami sesta´vajı´cı´mi z kondenzoru˚ (C1, C2), objektivu˚ korigo-
vany´ch na nekonecˇnou tubusovou de´lku (O1, O2) a tubusovy´ch cˇocˇek (TL1, TL2). Du˚lezˇity´m
prvkem je reflexnı´ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇka (DG), ktera´ je umı´steˇna v ohniskove´ rovineˇ tubusove´ cˇocˇky
referencˇnı´ veˇtve mikroskopu a zobrazena do vy´stupnı´ roviny (OP) podle za´kladnı´ho principu
navrzˇene´ho Leithem [102]. Rovina difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky a prˇedmeˇtove´ roviny (Sp, R) objektivu˚ jsou
opticky sdruzˇeny s vy´stupnı´ rovinou pomocı´ objektivu˚ a vy´stupnı´ch objektivu˚ (OL1, OL2). Po-
vrch difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky je tedy prˇı´mo zobrazen vy´stupnı´m objektivem OL2 do vy´stupnı´ roviny.
Jelikozˇ je vsˇak vyuzˇit pouze prvnı´ difrakcˇnı´ rˇa´d mrˇı´zˇky, struktura vrypu˚ mrˇı´zˇky nenı´ ve vy´stupnı´
rovineˇ rozlisˇena. Interferencˇnı´ obrazec ve vy´stupnı´ rovineˇ vznika´ azˇ interferencı´ prˇedmeˇtove´ho
a referencˇnı´ho svazku. Tento obrazec je identicky´ se zobrazenı´m mrˇı´zˇky, ktere´ by vzniklo
ve vy´stupnı´ rovineˇ, pokud bychom propustili najednou nulty´ a prvnı´ difrakcˇnı´ rˇa´d difrakcˇnı´
mrˇı´zˇky v referencˇnı´ veˇtvi. U´lohu nulte´ho rˇa´du vsˇak v tomto prˇı´padeˇ zasta´va´ prˇedmeˇtovy´ sva-
zek. Vy´sledna´ interferencˇnı´ struktura je tedy tvorˇena soustavou prouzˇku˚ rovnobeˇzˇny´ch s vrypy
mrˇı´zˇky. Tato struktura ma´ prostorovou frekvenci shodnou s prostorovou frekvencı´ fDG vrypu˚
difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky snı´zˇenou vlivem zveˇtsˇenı´ mOL vy´stupnı´ho objektivu. Tuto frekvenci nazy´va´me
nosnou frekvencı´ fC a platı´
fC =
fDG
mOL
. (1)
Osveˇtlenı´ obou veˇtvı´ zajisˇt’uje zdroj sveˇtla (S), ktery´ mu˚zˇe by´t soucˇasneˇ prostoroveˇ i cˇasoveˇ
nekoherentnı´ (tedy plosˇny´ a sˇirokopa´smovy´, naprˇ. zˇa´rovka nebo vy´bojka). Rovina zdroje je ko-
lektorem (L) zobrazena do prˇednı´ ohniskove´ roviny kondenzoru˚. Tı´m je nastaveno tzv. Ko¨h-
lerovo osveˇtlenı´, ktere´ zajisˇt’uje rovnomeˇrne´ osveˇtlenı´ vzorku. Sekunda´rnı´ zobrazenı´ zdroje
pak vznika´ v zadnı´ch ohniskovy´ch rovina´ch objektivu˚ a tercia´rnı´ zobrazenı´ zdroje v blı´zkosti
zadnı´ch ohniskovy´ch rovin vy´stupnı´ch objektivu˚ (FP1, FP2). V zadnı´ ohniskove´ rovineˇ FP2
vy´stupnı´ho objektivu OL2 docha´zı´ vlivem disperze na difrakcˇnı´ mrˇı´zˇce k spektra´lnı´mu rozsˇı´rˇenı´
tercia´rnı´ho zobrazenı´ zdroje ve smeˇru osy z. Se vzru˚stajı´cı´ vlnovou de´lkou sveˇtla tedy zobrazenı´
zdroje vznika´ ve veˇtsˇı´ vzda´lenosti od opticke´ osy referencˇnı´ veˇtve.
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Obra´zek 4: Opticke´ usporˇa´da´nı´ CCHM nove´ generace pro procha´zejı´cı´ sveˇtlo. Zdroj sveˇtla (S),
kolektor (L), deˇlicˇ svazku (BS), zrcadla (M), kondenzory (C), rovina pozorovane´ho vzorku (Sp),
rovina referencˇnı´ho vzorku (R), mikroskopove´ objektivy (O), tubusove´ cˇocˇky (TL), difrakcˇnı´
mrˇı´zˇka (DG), vy´stupnı´ objektivy (OL), zadnı´ ohniskove´ roviny vy´stupnı´ch objektivu˚ (FP),
vy´stupnı´ rovina (OP), detektor (D).
Zaby´vejme se nynı´ pru˚chodem osove´ho paprsku referencˇnı´ veˇtvı´ interferometru. Tento pa-
prsek dopada´ kolmo na povrch difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky a je odkloneˇn do +1. difrakcˇnı´ho rˇa´du mrˇı´zˇky
pod u´hlem α, pro ktery´ platı´ sinα = fDGλ, kde λ je vlnova´ de´lka sveˇtla. Paprsek odkloneˇny´
difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou tedy prˇicha´zı´ do vy´stupnı´ho objektivu OL2 pod u´hlem α (vzhledem k op-
ticke´ ose referencˇnı´ veˇtve) a po pru˚chodu objektivem dopada´ do vy´stupnı´ roviny pod u´hlem β,
prˇicˇemzˇ platı´ sin β = sinα/mOL. V prˇedmeˇtove´ veˇtvi interferometru se osovy´ paprsek odra´zˇı´
od zrcadla M2 a procha´zı´ vy´stupnı´m objektivem OL1 beˇzˇny´m zpu˚sobem. V te´to veˇtvi ne-
docha´zı´ k disperzi procha´zejı´cı´ho sveˇtla. Osove´ paprsky ru˚zny´ch vlnovy´ch de´lek pocha´zejı´cı´
ze stejne´ho bodu zdroje svı´rajı´ ve vy´stupnı´ rovineˇ interferometru pra´veˇ takove´ u´hly β, zˇe v te´to
rovineˇ vznika´ interferencˇnı´ struktura o prostorove´ frekvenci fC pro vsˇechny vlnove´ de´lky. Inter-
ferometr je tedy achromaticky´ a po vlozˇenı´ pozorovane´ho prˇedmeˇtu vznika´ ve vy´stupnı´ rovineˇ
achromaticky´ hologram s prostorovou nosnou frekvencı´ fC.
Toto usporˇa´da´nı´ splnˇuje vsˇechny pozˇadavky stanovene´ v kap. 2.1, oproti ostatnı´m na´vrhu˚m
uvedeny´m v te´to kapitole vsˇak vyzˇaduje mensˇı´ u´cˇinnou plochu difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky. Difrakcˇnı´ rˇa´dy
mrˇı´zˇky lze navı´c jednodusˇe odseparovat v zadnı´ ohniskove´ rovineˇ vy´stupnı´ch objektivu˚, kde
je sveˇtlo jednotlivy´ch difrakcˇnı´ch rˇa´du˚ prostoroveˇ oddeˇleno. Dı´ky umı´steˇnı´ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky
pouze v referencˇnı´ veˇtvi interferometru nedocha´zı´ k nezˇa´doucı´ degradaci prˇedmeˇtove´ho signa´lu
na strukturˇe mrˇı´zˇky. Nevy´hodou tohoto usporˇa´da´nı´ je fakt, zˇe rovina difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky v refe-
rencˇnı´ veˇtvi je opticky konjugova´na s vy´stupnı´ rovinou interferometru. Jake´koliv defekty nebo
necˇistoty na povrchu mrˇı´zˇky jsou proto prˇı´mo zobrazeny na detektor a degradujı´ tak hologra-
ficke´ zobrazenı´. Proto jsou nutne´ vysoke´ na´roky na kvalitu povrchu difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky. Jelikozˇ
v prˇedmeˇtove´ veˇtvi nenı´ zobrazenı´ zrcadla M2 do vy´stupnı´ roviny nutnou podmı´nkou pro za-
chova´nı´ funkcˇnosti interferometru, lze posunutı´m tohoto zrcadla pode´l opticke´ osy (rozostrˇenı´m)
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eliminovat vliv defektu˚ a necˇistot vyskytujı´cı´ch se na jeho povrchu. V takove´m prˇı´padeˇ je pak
nutne´ prove´st u´pravu geometrie vy´stupnı´ cˇa´sti interferometru tak, aby byla zachova´na shodna´
opticka´ dra´ha obou veˇtvı´ (vyuzˇito v lab. sestaveˇ mikroskopu, viz obr. 28). Navrzˇene´ usporˇa´da´nı´
lze take´ jednodusˇe modifikovat zavedenı´m osveˇtlenı´ do prostoru rovnobeˇzˇne´ho chodu paprsku˚
mezi objektivy a tubusovy´mi cˇocˇkami, cˇı´mzˇ zı´ska´me usporˇa´da´nı´ pro pozorova´nı´ v odrazˇene´m
sveˇtle. Dı´ky pouzˇitı´ standardnı´ mikroskopove´ optiky (Nikon CFI60) si mikroskop zachova´va´
mozˇnost jednoduche´ implementace doplnˇkovy´ch zobrazovacı´ch technik, jako jsou naprˇı´klad
Zerniku˚v fa´zovy´ kontrast, Nomarske´ho diferencia´lnı´ interferencˇnı´ kontrast, epi-fluorescencˇnı´
zobrazova´nı´ cˇi mikromanipulacˇnı´ techniky. Tı´m lze dosa´hnout multimodality [120–122].
Podle usporˇa´da´nı´ uvedene´ho na obr. 4 lze vytvorˇit rˇadu dalsˇı´ch variant pracujı´cı´ch na stejne´m
principu, z nichzˇ neˇktere´ dosahujı´ vy´hodneˇjsˇı´ch vlastnostı´. Naprˇı´klad prˇi pouzˇitı´ transmisnı´
difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky nenı´ nutne´ vyuzˇı´vat deˇlicˇe svazku BS2 a BS3, ktere´ v pu˚vodnı´m usporˇa´da´nı´
po dvojı´m pru˚chodu svazku zpu˚sobujı´ 75% ztra´ty sveˇtla. Vzhledem k dostupne´mu labora-
tornı´mu vybavenı´ na FSI VUT a jednodusˇsˇı´ realizaci nastavenı´ de´lky veˇtve vsˇak bylo pro
oveˇrˇenı´ funkcˇnosti nove´ koncepce mikroskopu zvoleno uvedene´ usporˇa´da´nı´ vyuzˇı´vajı´cı´ reflexnı´
difrakcˇnı´ mrˇı´zˇku. K dalsˇı´m mozˇny´m varianta´m usporˇa´da´nı´ lze uve´st naprˇ. pouzˇitı´ difrakcˇnı´
mrˇı´zˇky v obou veˇtvı´ch interferometru, nebo vyuzˇitı´ vysˇsˇı´ch difrakcˇnı´ch rˇa´du˚ mrˇı´zˇky.
2.3 Rˇı´zenı´ koherence sveˇtla
Koherence sveˇtla ma´ v CCHM vy´znamny´ vliv na zobrazovacı´ vlastnosti mikroskopu. Rˇı´zenı´m
stupneˇ koherence lze tyto vlastnosti cı´leneˇ meˇnit, naprˇ. dle pozˇadavku˚ konkre´tnı´ aplikace.
Rˇı´zenı´ prostorove´ koherence je prova´deˇno zmeˇnou velikosti zdroje, naprˇ. pomocı´ aperturnı´
clony. Nı´zka´ prostorova´ koherence umozˇnˇuje dosa´hnout v CCHM prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´ srovnatelne´
s beˇzˇny´mi mikroskopy (kap. 2.5), zatı´mco vysoka´ prostorova´ koherence umozˇnˇuje numericke´
prˇeostrˇova´nı´ ve veˇtsˇı´m rozsahu vzda´lenostı´. Rˇı´zenı´ cˇasove´ koherence je prova´deˇno pouzˇitı´m
interferencˇnı´ch filtru˚ s ru˚zny´mi polosˇı´rˇkami. Snı´zˇenı´ cˇasove´ i prostorove´ koherence umozˇnˇuje
silnou redukci koherencˇnı´ho sˇumu a dosazˇenı´ efektu koherencˇnı´ bra´ny (kap. 4.2 a 4.5).
2.4 Achromaticˇnost interferometru
Jak jizˇ bylo uvedeno v kap. 2.2, achromaticˇnost interferometru je principia´lneˇ zajisˇteˇna zobra-
zenı´m difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky dle Leithova na´vrhu. Aby byla dosazˇena achromaticˇnost v rea´lne´ se-
staveˇ mikroskopu, je nutne´ s pomocı´ zrcadel M3 a M6 spra´vneˇ nastavit vy´stupnı´ u´hel β svı´rany´
prˇedmeˇtovy´m a referencˇnı´m svazkem ve vy´stupnı´ rovineˇ mikroskopu. Tento u´hel je ru˚zny´ pro
ru˚zne´ vlnove´ de´lky, β(λ), prˇicˇemzˇ sveˇtlo delsˇı´ch vlnovy´ch de´lek dopada´ do vy´stupnı´ roviny pod
veˇtsˇı´mi u´hly β nezˇ sveˇtlo kratsˇı´ch vlnovy´ch de´lek. Abychom mohli analyzovat vliv nespra´vne´ho
nastavenı´ vy´stupnı´ho u´hlu β na nosnou frekvenci fC, zavedeme vychy´lenı´ u´hlu β o hodnotu θ
(viz obr. 5a).
Interferencˇnı´ struktura ve vy´stupnı´ rovineˇ mikroskopu vznika´ za podmı´nky prostoroveˇ ne-
koherentnı´ho osveˇtlenı´ pouze interferencı´ svazku˚ pocha´zejı´cı´ch ze stejne´ho bodu zdroje. Ve
vy´stupnı´ rovineˇ tedy interferujı´ kulove´ vlny se strˇedy v odpovı´dajı´cı´ch si bodech tercia´rnı´ho
zobrazenı´ zdroje v prˇedmeˇtove´ a referencˇnı´ veˇtvi. Vy´sledny´ obrazec je proto tvorˇen soustavou
hyperbol [113, kap. 6.3]. Zakrˇivenı´ prouzˇku˚ na okraji zorne´ho pole vsˇak vzhledem k velikosti
polomeˇru˚ kulovy´ch vln a velikosti zorne´ho pole dosahuje velice maly´ch hodnot (maxima´lneˇ
1% sˇı´rˇky prouzˇku dle hodnot uvedeny´ch v [118, kap. 2.9]. Zjednodusˇeneˇ lze tedy tento proces
povazˇovat za interferenci dvou rovinny´ch vln, prˇi ktere´ vznika´ interferencˇnı´ struktura tvorˇena´
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Obra´zek 5: (a) Ilustrace referencˇnı´ho osove´ho paprsku dopadajı´cı´ho do vy´stupnı´ roviny pod
u´hlem β (pro λ = 550 nm, vzhledem k prˇedmeˇtove´mu osove´mu paprsku) a jeho vychy´lenı´
o u´hel θ (s vyznacˇenı´m zavedene´ zname´nkove´ konvence). (b) Nosna´ frekvence fC v za´vislosti
na vychy´lenı´ θ pro ru˚zne´ vlnove´ de´lky ( fDG = 150 mm−1, mOL = 2,3).
soustavou rovnobeˇzˇny´ch prouzˇku˚. Pro prˇı´pad interference dvou rovinny´ch vln pak lze za´vislost
nosne´ frekvence fC na vychy´lenı´ vy´stupnı´ho u´hlu o u´hel θ vyja´drˇit jako
fC =
sin
[
arcsin
(
fDGλ
mOL
)
+ θ
]
λ
. (2)
V prˇı´padeˇ prˇesne´ho nastavenı´ vy´stupnı´ho u´hlu β (tj. pro θ = 0◦) tento vztah prˇecha´zı´ do tvaru
(1). Hodnoty nosne´ frekvence fC v za´vislosti na θ pro ru˚zne´ vlnove´ de´lky jsou vyneseny v grafu
na obr. 5b. Prˇi vychy´lenı´ vy´stupnı´ho u´hlu vznikajı´ pro ru˚zne´ vlnove´ de´lky interferencˇnı´ prouzˇky
s mı´rneˇ odlisˇny´mi nosny´mi frekvencemi. Prˇi kladny´ch hodnota´ch θ vznikajı´ pro vsˇechny vlnove´
de´lky nosne´ frekvence fC > fDG/mOL, zatı´mco prˇi za´porny´ch hodnota´ch θ vznikajı´ pro vsˇechny
vlnove´ de´lky nosne´ frekvence fC < fDG/mOL. V oblasti kladny´ch hodnot θ jsou za´rovenˇ vzni-
kajı´cı´ nosne´ frekvence vysˇsˇı´ u kratsˇı´ch vlnovy´ch de´lek, zatı´mco v oblasti za´porny´ch hodnot θ
je tomu naopak. Tato za´vislost vy´znamneˇ ovlivnˇuje kontrast interferencˇnı´ch prouzˇku˚ v zorne´m
poli mikroskopu a tedy take´ achromaticˇnost cele´ho interferometru. Proto je nutne´ preciznı´ na-
stavenı´ vy´stupnı´ho u´hlu β.
Pro odvozenı´ vztahu pro toleranci nastavenı´ u´hlu β vyuzˇijeme vztah (2). Pokud zna´me nos-
nou frekvenci prouzˇku˚ fC a pru˚meˇr zorne´ho pole DOP ve vy´stupnı´ rovineˇ, potom pro pocˇet
interferencˇnı´ch prouzˇku˚ vytvorˇeny´ch od strˇedu zorne´ho pole azˇ po jeho okraj ve smeˇru kolme´m
na prouzˇky platı´ k = fCDOP/2. Pro rozdı´l pocˇtu prouzˇku˚ ∆k prˇi dvou krajnı´ch vlnovy´ch de´lka´ch
λmin a λmax spektra sveˇtla dopadajı´cı´ho do vy´stupnı´ roviny mikroskopu lze pak odvodit vztah
∆k =
DOP
2
sin
[
arcsin
(
fDGλmin
mOL
)
+ θ
]
λmin
−
sin
[
arcsin
(
fDGλmax
mOL
)
+ θ
]
λmax
 . (3)
Pokud |∆k| = 0,5, potom je na okraji zorne´ho pole posuv mezi interferencˇnı´mi prouzˇky prˇı´slu-
sˇejı´cı´mi λmin a λmax pra´veˇ 1/2 prouzˇku. Prˇi secˇtenı´ pru˚beˇhu˚ intenzit takovy´ch prouzˇku˚ docha´zı´
k maxima´lnı´mu snı´zˇenı´ kontrastu vy´sledne´ interferencˇnı´ struktury a prˇi stejne´ intenziteˇ obou vl-
novy´ch de´lek dojde dokonce k u´plne´ eliminaci interferencˇnı´ch prouzˇku˚. Pro zachova´nı´ dobre´ho
kontrastu interferencˇnı´ch prouzˇku˚ i na okraji zorne´ho pole je tedy vhodne´ dodrzˇet |∆k| < 0,5.
29
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18 0,2
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
θ [◦]
∆
k
[p
ro
uzˇ
ku˚
]
λmin = 400 nm, λmax = 800 nm
λmin = 645 nm, λmax = 655 nm
0 1 2 3 4
·10−3
0
0,2
0,4
Obra´zek 6: Rozdı´l pocˇtu prouzˇku˚ ∆k na okraji zorne´ho pole v za´vislosti na θ (mOL = 2,3,
DOP = 11,1 mm, fDG = 150 mm−1).
Za´vislost ∆k na θ pro parametry rea´lne´ sestavy uva´dı´ graf na obr. 6 pro prˇı´pad cele´ho vi-
ditelne´ho spektra (400–800 nm) a pro prˇı´pad u´zkopa´smove´ho interferencˇnı´ho filtru (650 nm,
polosˇı´rˇka 10 nm). Ze za´vislosti je patrne´, zˇe sˇirsˇı´ spektrum vy´razneˇ limituje dovolene´ hodnoty
u´hlu θ a je tedy nutne´ precizneˇjsˇı´ nastavenı´ zrcadel M3 a M6 nezˇ v prˇı´padeˇ pouzˇitı´ u´zkopa´smo-
ve´ho interferencˇnı´ho filtru. Je vsˇak nutne´ zmı´nit, zˇe tento vy´pocˇet nezohlednˇuje tvar spektra´lnı´
charakteristiky sveˇtla dopadajı´cı´ho do vy´stupnı´ roviny mikroskopu. V prˇı´padeˇ, kdy ma´ spek-
trum na okrajı´ch nı´zke´ zastoupenı´ vlnovy´ch de´lek, lze volit vysˇsˇı´ hodnoty |∆k| blı´zˇı´cı´ se k 0,5.
Pro vy´pocˇet θ prˇi zvolene´m ∆k lze z (3) odvodit
θ = arcsin
 2∆k mOLλminλmaxDOP (λmax √m2OL − f 2DGλ2min − λmin √m2OL − f 2DGλ2max)
 . (4)
2.5 Prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´
Oznacˇı´me-li komplexnı´ amplitudu prˇedmeˇtove´ vlny ve vy´stupnı´ rovineˇ o(x, y) a komplexnı´ am-
plitudu referencˇnı´ vlny ve vy´stupnı´ rovineˇ r(x, y) = r0 exp(−i2pi fC x), kde r0 je komplexnı´ am-
plituda referencˇnı´ vlny v rovineˇ kolme´ na smeˇr sˇı´rˇenı´, potom pro rozlozˇenı´ intenzity hologramu
ve vy´stupnı´ rovineˇ platı´
i(x, y) = |o(x, y) + r(x, y)|2 =
= |o|2 + |r|2 + or∗ + o∗r =
= |o|2 + |r|2 + or∗0 exp(i2pi fC x) + o∗r0 exp(−i2pi fC x), (5)
kde ∗ znacˇı´ komplexneˇ sdruzˇene´ cˇleny a x, y jsou sourˇadnice definovane´ ve vy´stupnı´ rovineˇ
mikroskopu. Pro Fourierovu transformaci intenzity hologramu pak platı´
I(X,Y) = FT{i(x, y)} =
= FT{|o(x, y) + r(x, y)|2} =
= FT{|o|2} + FT{|r|2} + FT{or∗} + FT{o∗r}. (6)
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Prvnı´ cˇlen druhe´ho rˇa´dku rovnice (5) odpovı´da´ intenziteˇ prˇedmeˇtove´ vlny a druhy´ intenziteˇ
referencˇnı´ vlny. Tyto cˇleny vytva´rˇı´ tzv. nulty´ rˇa´d (zero-order term) ve spektru prostorovy´ch
frekvencı´ hologramu (obr. 7). Cˇlen or∗ je tzv. obrazovy´ cˇlen a o∗r je cˇlen komplexneˇ sdruzˇeny´
k obrazove´mu cˇlenu. Oba tyto cˇleny lze vyuzˇı´t pro rekonstrukci holograficke´ho zobrazenı´ –
amplitudy a fa´ze (viz kap. 2.6). Spektrum prostorovy´ch frekvencı´ hologramu se sche´maticky´m
zna´zorneˇnı´m vsˇech cˇlenu˚ rovnice (6) je zobrazeno na obr. 7. Pro u´cˇely na´sledujı´cı´ch odstavcu˚ je
vhodne´ uve´st, zˇe Fourierova transformace cˇlenu˚ |o|2 resp. |r|2 je rovna autokorelaci Fourierovy
transformace o resp. r a Fourierova tranformace cˇlenu or∗ je rovna konvoluci Fourierovy´ch
transformacı´ o a r∗ (analogicky pro cˇlen o∗r).
2B 2BB
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Obra´zek 7: Sche´ma spektra prostorovy´ch frekvencı´ hologramu porˇı´zene´ho pomocı´ CCHM
s prostoroveˇ nekoherentnı´m osveˇtlenı´m (plne´ kruzˇnice) ve srovna´nı´ s konvencˇnı´m DHM
vyuzˇı´vajı´cı´m prostoroveˇ koherentnı´ osveˇtlenı´ (cˇa´rkovane´ kruzˇnice).
Nejvysˇsˇı´ prˇı´cˇna´ prostorova´ frekvence fo,max obsazˇena´ v komplexnı´ amplitudeˇ o prˇedmeˇtove´
vlny ve vy´stupnı´ rovineˇ je da´na numerickou aperturou NAO objektivu, vlnovou de´lkou sveˇtla
λ a celkovy´m zveˇtsˇenı´m m jako fo,max = NAOmλ . Oblast nenulovy´ch frekvencı´ cˇlenu |o|2 je proto
tvorˇena kruhem o polomeˇru
2B = 2 fo,max =
2NAO
mλ
. (7)
Prˇedpokla´dejme nynı´ dva extre´mnı´ prˇı´pady osveˇtlenı´: zcela prostoroveˇ koherentnı´ a zcela pro-
storoveˇ nekoherentnı´.
Konvencˇnı´ DHM vyzˇadujı´ pro svou funkci zdroje s vysoky´m stupneˇm prostorove´ koherence
jako jsou naprˇ. lasery nebo laserove´ diody. Spektrum prostorovy´ch frekvencı´ referencˇnı´ vlny r0
je proto blı´zke´ dvojrozmeˇrne´ Diracoveˇ funkci. Nejvysˇsˇı´ prˇı´cˇna´ prostorova´ frekvence prˇena´sˇena´
cˇleny or∗0 a o
∗r0 je pak da´na jako f DHMor∗,max = fo,max a oblasti nenulovy´ch hodnot prˇena´sˇeny´ch
frekvencı´ jsou tvorˇeny kruhy o polomeˇru
B = f DHMor∗,max =
NAO
mλ
, (8)
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(viz cˇa´rkovane´ kruzˇnice na obr. 7). Ze vztahu (8) je zrˇejme´, zˇe vyuzˇitı´ prostoroveˇ koherentnı´ch
zdroju˚ vede u DHM k polovicˇnı´mu rozlisˇenı´ ve srovna´nı´ s beˇzˇny´mi sveˇtelny´mi mikroskopy, pro
ktere´ platı´ standardnı´ krite´rium f SMmax =
2NAO
mλ .
CCHM umozˇnˇuje dı´ky sve´mu usporˇa´da´nı´ vyuzˇitı´ prostoroveˇ nekoherentnı´ch zdroju˚ os-
veˇtlenı´. Plosˇny´ zdroj vytva´rˇı´ v obou veˇtvı´ch interferometru takove´ osveˇtlenı´, kdy kazˇdy´ bod
prˇedmeˇtove´ roviny objektivu˚ je osveˇtlen soucˇasneˇ pod mnoha ru˚zny´mi u´hly. Pokud tedy aper-
tura kondenzoru zcela vyplnˇuje aperturu objektivu, je nejvysˇsˇı´ prostorova´ frekvence referencˇnı´
vlny r0 da´na jako f CCHMr,max = fo,max. Nejvysˇsˇı´ prˇı´cˇna´ prostorova´ frekvence prˇena´sˇena´ cˇleny or
∗
0
a o∗r0 je pak da´na jako f CCHMor∗,max = 2 fo,max a oblasti nenulovy´ch hodnot prˇena´sˇeny´ch frekvencı´
jsou proto tvorˇeny kruhy o polomeˇru
2B = f CCHMor∗,max =
2NAO
mλ
. (9)
Prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´ v prˇı´padeˇ CCHM s prostoroveˇ nekoherentnı´m osveˇtlenı´m je tedy srovnatelne´
s konvencˇnı´mi sveˇtelny´mi mikroskopy. Dı´ky achromaticke´mu interferometru lze navı´c libo-
volneˇ meˇnit vlnovou de´lku (v ra´mci viditelne´ho spektra)2 a dosa´hnout tak nejlepsˇı´ho mozˇne´ho
rozlisˇenı´ v dane´ aplikaci. Rˇı´zenı´m stupneˇ prostorove´ koherence osveˇtlenı´ lze meˇnit prˇı´cˇne´
rozlisˇenı´ CCHM mezi dveˇma extre´my popsany´mi vztahy (8) a (9).
Experimenta´lnı´ oveˇrˇenı´ za´veˇru˚ vyply´vajı´cı´ch z te´to kapitoly je uvedeno v kapitole 4.2.
2.6 Rekonstrukce obrazove´ komplexnı´ amplitudy
Rekonstrukce obrazove´ komplexnı´ amplitudy je zalozˇena na principu navrzˇene´m Kreisem [123].
Z hologramu je nejprve pomocı´ algoritmu rychle´ Fourierovy transformace vypocˇı´ta´no spektrum
prostorovy´ch frekvencı´. Na´sledneˇ je proveden vy´rˇez oblasti nenulovy´ch frekvencı´ spektra obra-
zove´ho cˇlenu rovnice (6) a tento vy´rˇez je posunut tak, zˇe pu˚vodnı´ nosne´ frekvenci odpovı´da´
frekvence nulova´. Obrazove´ spektrum je apodizova´no na´sobenı´m va´hovou funkcı´ a na´sledneˇ
je provedena zpeˇtna´ Fourierova transformace. Tı´mto postupem zı´ska´me obrazovou komplexnı´
amplitudu. Z obrazove´ komplexnı´ amplitudy lze rekonstruovat amplitudu prˇedmeˇtove´ vlny jako
modul komplexnı´ amplitudy a fa´zi jako argument komplexnı´ amplitudy. Rekonstruovana´ fa´ze,
vypovı´dajı´cı´ o topografii cˇi morfologii pozorovane´ho vzorku, je na´sledneˇ numericky zpra-
cova´va´na: navazova´nı´m (zı´ska´nı´ spojite´ho pru˚beˇhu z rekonstruovane´ fa´ze naby´vajı´cı´ hodnot
z intervalu 〈−pi, pi〉) a vyrovna´va´nı´m pozadı´ (korekce zakrˇivenı´ rekonstruovane´ a nava´zane´ fa´ze
vlivem opticky´ch aberacı´).
2.7 Prostorova´ frekvence difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky
Vztahy odvozene´ v kap. 2.5 nynı´ vyuzˇijeme pro vy´pocˇet prostorove´ frekvence vrypu˚ difrakcˇnı´
mrˇı´zˇky. Aby bylo mozˇne´ prove´st rekonstrukci holograficke´ho zobrazenı´, je nutne´ od sebe oddeˇlit
cˇlen nulte´ho rˇa´du a obrazovy´ cˇlen ve spektru prostorovy´ch frekvencı´. Oblasti nenulovy´ch hod-
not teˇchto cˇlenu˚ se tedy nesmı´ prˇekry´vat, jak je ilustrova´no na obr. 7. Z obra´zku je zrˇejme´, zˇe prˇi
takove´m usporˇa´da´nı´ cˇlenu˚ spektra platı´ pro nosnou frekvenci konvencˇnı´ho DHM
f DHMC ≥ 3B, zatı´mco pro nosnou frekvenci CCHM platı´ f CCHMC ≥ 4B. Du˚sledkem vysˇsˇı´ho
prˇı´cˇne´ho rozlisˇenı´ CCHM je tedy nutnost vysˇsˇı´ nosne´ frekvence, cozˇ ma´ za na´sledek zmensˇenı´
zorne´ho pole (viz kap. 2.8). Celkove´ zveˇtsˇenı´ mezi vy´stupnı´ rovinou a prˇedmeˇtovou rovinou
2Prakticky je vlnova´ de´lka omezena spektra´lnı´ propustnostı´ opticky´ch prvku˚ a v dlouhovlnne´ oblasti viditelne´ho
spektra take´ numerickou aperturou vy´stupnı´ch objektivu˚ (viz kap. 2.8).
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objektivu˚ je da´no jako m = mOmOL, kde mO je zveˇtsˇenı´ objektivu˚ a mOL je zveˇtsˇenı´ vy´stupnı´ch
objektivu˚. Podmı´nka pro nosnou frekvenci je tedy da´na
f CCHMC ≥ 4B =
4NAO
mOmOLλ
. (10)
S vyuzˇitı´m vztahu (1) dosta´va´me podmı´nku pro prostorovou frekvenci vrypu˚ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky
ve tvaru
fDG ≥ 4NAOmOλ . (11)
Prostorova´ frekvence difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky fDG tedy za´visı´ na vlnove´ de´lce sveˇtla λ a pomeˇru
NAO/mO pouzˇite´ho objektivu (tento pomeˇr naby´va´ nejvysˇsˇı´ch hodnot u objektivu˚ s maly´m
zveˇtsˇenı´m). Hodnoty fDG vypocˇı´tane´ podle (11) pro mikroskopove´ objektivy standardnı´ch pa-
rametru˚ jsou uvedeny v tab. 1. Tyto hodnoty jsou vypocˇı´ta´ny pro nejkratsˇı´ uvazˇovanou vlnovou
de´lku λ = 650 nm. Pro mikroskop zameˇrˇeny´ na biologicke´ aplikace je cˇervena´ oblast spektra
vhodna´ z du˚vodu nı´zke´ fototoxicity vu˚cˇi biologicky´m vzorku˚m. Z uvedeny´ch hodnot je pa-
trne´, zˇe dostatecˇna´ prostorova´ frekvence mrˇı´zˇky je fDG = 154 mm−1. S ohledem na dostupnost
komercˇneˇ vyra´beˇny´ch difrakcˇnı´ch mrˇı´zˇek podobny´ch parametru˚ byla proto pro experimenta´lnı´
sestavu vybra´na mrˇı´zˇka s fDG = 150 mm−1.
Tabulka 1: Prostorove´ frekvence vrypu˚ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky vypocˇı´tane´ pro ru˚zne´ objektivy
a λ = 650 nm.
Zveˇtsˇenı´ mO Numericka´
apertura NAO
Prostorova´ frekvence vrypu˚
mrˇı´zˇky fDG [mm−1]
4× 0,1 ≥ 154
10× 0,25 ≥ 154
20× 0,4 ≥ 123
40× 0,65 ≥ 100
100× 1,4 ≥ 86
Pro mikroskop zameˇrˇeny´ na technicke´ aplikace by vsˇak bylo vy´hodne´ z du˚vodu dosazˇenı´
vysˇsˇı´ho prˇı´cˇne´ho rozlisˇenı´ vyuzˇı´t kratsˇı´ vlnove´ de´lky. V takove´m prˇı´padeˇ dostaneme z podmı´nky
(11) vysˇsˇı´ hodnoty fDG (naprˇ. fDG = 222 mm−1 pro λ = 450 nm, mO = 4, NAO = 0,1), cozˇ ale
vede k dalsˇı´mu zmensˇenı´ zorne´ho pole.
Zastoupenı´ nejvysˇsˇı´ch frekvencı´ vyskytujı´cı´ch se na okrajı´ch kruhovy´ch oblastı´ spektra na
obr. 7 je velmi nı´zke´ a s ohledem na velikost zorne´ho pole lze proto volit urcˇity´ kompromis
mezi dosazˇitelny´m prˇı´cˇny´m rozlisˇenı´m a velikostı´ zorne´ho pole.
2.8 Zorne´ pole a parametry vy´stupnı´ho objektivu
Vy´stupnı´ objektivy v CCHM zastupujı´ dvojı´ u´lohu:
1. zajisˇt’ujı´ zobrazenı´ obrazovy´ch rovin objektivu˚ a roviny difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky do vy´stupnı´
roviny mikroskopu,
2. zajisˇt’ujı´ spra´vne´ navzorkova´nı´ hologramu detektorem.
V na´sledujı´cı´ch odstavcı´ch se budeme zaby´vat odvozenı´m hlavnı´ch parametru˚ vy´stupnı´ch ob-
jektivu˚.
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2.8.1 Zveˇtsˇenı´
Nejprve odvodı´me vztah pro zveˇtsˇenı´ mOL vy´stupnı´ch objektivu˚. Nejvysˇsˇı´ prostorova´ frekvence
vyskytujı´cı´ se v hologramu ve vy´stupnı´ rovineˇ je da´na (viz obr. 7)
fOP,max = fC + for∗,max =
6NAO
mOmOLλ
. (12)
Tato frekvence musı´ by´t detektorem ve vy´stupnı´ rovineˇ rozlisˇena. Cˇipy soudoby´ch digita´lnı´ch
detektoru˚ (CCD, CMOS apod.) jsou nejcˇasteˇji tvorˇeny cˇtvercovy´mi pixely usporˇa´dany´mi do
pravou´hle´ sı´teˇ tak, zˇe strany pixelu˚ jsou rovnobeˇzˇne´ se stranami cˇipu. Nejvy´hodneˇjsˇı´ situacı´ pro
vzorkova´nı´ hologramu takovy´m detektorem je takova´ orientace cˇipu, kdy interferencˇnı´ prouzˇky
svı´rajı´ se stranami cˇipu u´hel 45◦. Toho lze dosa´hnout naprˇı´klad natocˇenı´m detektoru kolem
opticke´ osy.3 Potom pro nejvysˇsˇı´ prostorove´ frekvence f XD,max a f
Y
D,max na detektoru ve smeˇrech
os xD a yD detektoru dostaneme (viz obr. 8)
f XD,max = f
Y
D,max =
√
2
2
fC + for∗,max = (
√
2 + 1)
2NAO
mOmOLλ
. (13)
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Obra´zek 8: Sche´ma spektra prostorovy´ch frekvencı´ hologramu porˇı´zene´ho pomocı´ CCHM se
stranami detektoru orientovany´mi pod u´hlem 45◦ vu˚cˇi interferencˇnı´m prouzˇku˚m.
Jelikozˇ vzorkovacı´ frekvence detektoru fD by meˇla podle Nyquistova vzorkovacı´ho krite´ria
by´t minima´lneˇ dvakra´t vysˇsˇı´ nezˇ hodnota f XD,max [124, str. 248], platı´
fD ≥ 2 f XD,max. (14)
3V rea´lne´ sestaveˇ je vsˇak vy´hodneˇjsˇı´ vyuzˇı´t natocˇenı´ interferencˇnı´ch prouzˇku˚ hologramu kolem opticke´ osy,
nebot’ strany detektoru je vhodne´ orientovat rovnobeˇzˇneˇ se smeˇry posuvu˚ stolku prepara´tu, cˇı´mzˇ je poloha detek-
toru pevneˇ stanovena. Natocˇenı´ interferencˇnı´ch prouzˇku˚ hologramu lze prove´st otocˇenı´m difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky kolem
opticke´ osy.
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S prˇihle´dnutı´m ke vztahu˚m (11), (13) a (14) tak pro zveˇtsˇenı´ vy´stupnı´ch objektivu˚ dosta´va´me
podmı´nku
mOL ≥ (
√
2 + 1)
fDG
fD
≈ 2,41 fDG
fD
. (15)
Pro prostorovou frekvenci difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky fDG = 150 mm−1 a velikost pixelu detektoru 6,45 µm
(tj. fD = 155 mm−1) dosta´va´me mOL ≥ 2,3. Cˇı´m vysˇsˇı´ je fDG, tı´m jemneˇjsˇı´ struktura interfe-
rencˇnı´ch prouzˇku˚ vznika´ ve vy´stupnı´ rovineˇ mikroskopu. V takove´m prˇı´padeˇ je pak nutna´ veˇtsˇı´
hodnota zveˇtsˇenı´ mOL vy´stupnı´ch objektivu˚, aby byla tato struktura detektorem o dane´ veli-
kosti pixelu rozlisˇena. Tı´m ale za´rovenˇ docha´zı´ ke zmensˇenı´ zorne´ho pole. Je tedy vhodne´ zvo-
lit nejnizˇsˇı´ mozˇnou hodnotu fDG splnˇujı´cı´ podmı´nku (11). Minima´lnı´ efektivnı´ plocha mrˇı´zˇky
vyzˇadovana´ prˇi velikosti cˇipu detektoru 8,9 mm × 6,7 mm a mOL = 2,3 je 3,9 mm × 2,9 mm.
Z vy´sˇe uvedene´ho vyply´va´, zˇe v porovna´nı´ s konvencˇnı´mi DHM dosahuje CCHM mensˇı´ho
zorne´ho pole (1,5× mensˇı´ rozmeˇry), cozˇ je du˚sledek vysˇsˇı´ho prˇı´cˇne´ho rozlisˇenı´. Za´rovenˇ vsˇak
CCHM poskytuje lepsˇı´ (tj. nizˇsˇı´) pomeˇr prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´/zorne´ pole (za prˇedpokladu zachova´nı´
pomeˇru NAO/mO). Pokud tedy naprˇı´klad v DHM pouzˇijeme objektivy poskytujı´cı´ srovnatelne´
prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´ s CCHM, dostaneme v prˇı´padeˇ CCHM veˇtsˇı´ zorne´ pole. Pokud v CCHM
pouzˇijeme objektivy poskytujı´cı´ rozmeˇry zorne´ho pole srovnatelne´ s DHM, dostaneme v CCHM
lepsˇı´ prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´.
V porovna´nı´ s beˇzˇny´mi sveˇtelny´mi mikroskopy jsou rozmeˇry zorne´ho pole CCHM mensˇı´
pra´veˇ tolikra´t, jaka´ je hodnota zveˇtsˇenı´ vy´stupnı´ho objektivu mOL. Abychom zveˇtsˇili zorne´ pole
mikroskopu, lze pouzˇı´t rozmeˇroveˇ veˇtsˇı´ detektor s veˇtsˇı´m pocˇtem pixelu˚ (prˇi zachova´nı´ velikosti
pixelu˚). S tı´m jsou ale take´ spojeny veˇtsˇı´ na´roky na vy´pocˇetnı´ vy´kon pocˇı´tacˇe zpracova´vajı´cı´ho
holograficky´ za´znam. Dalsˇı´ mozˇnostı´ (acˇkoliv spı´sˇe teoretickou) je detektor s mensˇı´mi rozmeˇry
pixelu˚.4 Take´ lze vyuzˇı´t neˇktere´ z metod eliminace nulte´ho rˇa´du ve spektru prostorovy´ch frek-
vencı´ hologramu, viz naprˇ. [125]. Tak lze uvolnit pa´smo dostupny´ch frekvencı´ pro obrazovy´
cˇlen ve spektru prostorovy´ch frekvencı´ hologramu a podmı´nka (11) pak nemusı´ by´t splneˇna.
Tj. nosna´ frekvence fC a prostorova´ frekvence mrˇı´zˇky fDG mohou naby´vat nizˇsˇı´ch hodnot, cˇı´mzˇ
podle (15) dosta´va´me take´ nizˇsˇı´ hodnoty zveˇtsˇenı´ vy´stupnı´ch objektivu˚ mOL a tedy veˇtsˇı´ zorne´
pole. Tato metoda je vsˇak pouze aproximativnı´ a vy´pocˇetneˇ na´rocˇna´, nenı´ tedy vhodna´ pro re-
konstrukci holograficke´ho zobrazenı´ v rea´lne´m cˇase. Jednou z efektivnı´ch a prˇesto v oblasti
off-axis holografie dosud velmi ma´lo zna´my´ch metod pro zveˇtsˇenı´ zorne´ho pole je vyuzˇitı´ tzv.
aliasingu, efektu vznikajı´cı´ho prˇi podvzorkova´nı´ hologramu digita´lnı´m detektorem. Tuto me-
todu navrhl Ishizuka jizˇ v roce 1993 [126]. Spocˇı´va´ ve vhodne´m nastavenı´ zveˇtsˇenı´ vy´stupnı´ho
objektivu a orientace prouzˇku˚ vu˚cˇi detektoru takovy´m zpu˚sobem, zˇe cˇa´st prostorovy´ch frek-
vencı´ spektra obrazove´ho cˇlenu je navzorkova´na beˇzˇny´m zpu˚sobem, zatı´mco zby´vajı´cı´ cˇa´st
je navzorkova´na s vyuzˇitı´m aliasingu a objevuje se na protilehle´ straneˇ spektra prostorovy´ch
frekvencı´ (vyznacˇeno cˇa´rkovaneˇ na obr. 9). Spektrum prostorovy´ch frekvencı´ hologramu je tak
vyuzˇito efektivneˇji, cozˇ umozˇnˇuje nastavit mensˇı´ hodnotu mOL a dosa´hnout veˇtsˇı´ho zorne´ho
pole. Rekonstrukce takove´ho hologramu probı´ha´ beˇzˇny´m zpu˚sobem (viz kap. 2.6), pouze je
prˇida´n krok pro spojenı´ obou cˇa´stı´ spektra obrazove´ho cˇlenu.
4V takove´m prˇı´padeˇ podmı´nka (15) vede k pozˇadavku vysoke´ho pomeˇru NAOL/mOL – dostupne´ objektivy s ta-
kovy´m pomeˇrem vsˇak nedosahujı´ dostatecˇne´ho prˇı´cˇne´ho rozlisˇenı´. Nevy´hodou je take´ vysˇsˇı´ u´rovenˇ vy´strˇelove´ho
sˇumu.
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Obra´zek 9: Sche´ma spektra prostorovy´ch frekvencı´ hologramu optimalizovane´ho pro vyuzˇitı´
aliasingu dle [126].
2.8.2 Numericka´ apertura
Dalsˇı´m du˚lezˇity´m parametrem vy´stupnı´ch objektivu˚ je numericka´ apertura NAOL. Sveˇtlo pro-
cha´zejı´cı´ obeˇma veˇtvemi interferometru musı´ vy´stupnı´mi objektivy projı´t bez omezenı´. Silneˇjsˇı´
podmı´nka omezujı´cı´ numerickou aperturu vy´stupnı´ch objektivu˚ je da´na v referencˇnı´ veˇtvi, kde
je v obrazove´ rovineˇ objektivu O2 umı´steˇna difrakcˇnı´ mrˇı´zˇka. Paprsky dopadajı´cı´ na mrˇı´zˇku
jsou odkloneˇny do jejı´ho prvnı´ho difrakcˇnı´ho rˇa´du a na´sledneˇ vstupujı´ do vy´stupnı´ho objektivu
OL2. Odklon paprsku˚ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou popisuje rovnice difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky [127, str. 449]
sin(γ′) − sin(γ) = lλ fDG, (16)
kde γ je u´hel svı´rany´ dopadajı´cı´m paprskem a kolmicı´ k povrchu mrˇı´zˇky, γ′ je u´hel svı´rany´
difraktovany´m paprskem a kolmicı´ k povrchu mrˇı´zˇky a l je difrakcˇnı´ rˇa´d mrˇı´zˇky
(l = 0,±1,±2, . . .). Zname´nkova´ konvence je zavedena v obr. 10.
 
DG
+γ
+2. řád
+1. řád
0. řád
-1. řád
-2. řád
...
...
+γ'
Obra´zek 10: Zname´nkova´ konvence pro rovnici difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky (16).
Trasujme nynı´ nejkrajneˇjsˇı´ paprsek vycha´zejı´cı´ z okraje zorne´ho pole v rovineˇ referencˇnı´ho
vzorku (R) a procha´zejı´cı´ bodem B na okraji objektivu O2 (obr. 11). Tento paprsek procha´zı´
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Obra´zek 11: Ilustrace k odvozenı´ numericke´ apertury NAOL vy´stupnı´ch objektivu˚. Pro jednodu-
chost je zobrazena situace s transmisnı´ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou a bez zrcadel a deˇlicˇu˚.
tubusovou cˇocˇkou a dopada´ na difrakcˇnı´ mrˇı´zˇku pod u´hlem γB ve vzda´lenosti xDG od opticke´
osy. Pro u´hel γB lze odvodit vztah
γB = arctan
(
xDG
fTL
− xDG dO−TL
f 2TL
+
DO
2 fTL
)
, (17)
kde fTL je efektivnı´ ohniskova´ vzda´lenost tubusove´ cˇocˇky, dO−TL je vza´jemna´ vzda´lenost objek-
tivu a tubusove´ cˇocˇky a DO je pru˚meˇr vy´stupnı´ pupily objektivu. Paprsek je na´sledneˇ odkloneˇn
difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou do jejı´ho prvnı´ho difrakcˇnı´ho rˇa´du pod u´hlem γ′B, pro ktery´ dle (16) platı´
γ′B = arcsin (λ fDG + sin(γB)) . (18)
Prˇi zna´me´ pracovnı´ vzda´lenosti vy´stupnı´ho objektivu WDOL je aperturnı´ u´hel vy´stupnı´ho ob-
jektivu da´n u´hlem γ′B jako
αOL = arctan
(
tan(γ′B) +
xDG
WDOL
)
. (19)
Pro numerickou aperturu vy´stupnı´ch objektivu˚ pak dosta´va´me
NAOL ≥ n sin(αOL) = sin
[
arctan
(
tan(γ′B) +
xDG
WDOL
)]
, (20)
kde n = 1 je index lomu vzduchu. Za´vislost NAOL na WDOL a λ je zobrazena na obr. 12.
Pro parametry rea´lne´ soustavy mikroskopu ( fDG = 150 mm−1, fTL = 200 mm, xDG = 2,4 mm,
DO = 12 mm, dO−TL ≈ 200 mm, WDOL = 46 mm) a nejveˇtsˇı´ uvazˇovanou vlnovou de´lku
λ = 700 nm dosta´va´me z podmı´nky (20) hodnotu numericke´ apertury NAOL ≥ 0,18.
2.8.3 Ostatnı´ parametry
Dalsˇı´mi parametry vy´stupnı´ch objektivu˚, jako je naprˇ. prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´ nebo dostupnost zadnı´
ohniskove´ roviny, se nebudeme do detailu˚ zaby´vat. Prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´ musı´ by´t dostatecˇne´ pro
rozlisˇenı´ nejjemneˇjsˇı´ch detailu˚ vytva´rˇeny´ch mikroskopovy´mi objektivy ve svy´ch obrazovy´ch
rovina´ch. Dostupnost zadnı´ ohniskove´ roviny je vyzˇadova´na pro eliminaci vsˇech difrakcˇnı´ch
rˇa´du˚ mrˇı´zˇky kromeˇ prve´ho (l = +1), ktery´ je vyuzˇit pro zobrazova´nı´ (viz kap. 2.9).
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Obra´zek 12: Za´vislost minima´lnı´ numericke´ apertury vy´stupnı´ch objektivu˚ NAOL na pracovnı´
vzda´lenosti vy´stupnı´ho objektivu WDOL a uvazˇovane´ vlnove´ de´lce sveˇtla λ.
2.9 Separace +1. difrakcˇnı´ho rˇa´du
Jak jizˇ bylo uvedeno v kap. 2.2, nova´ koncepce CCHM vyuzˇı´va´ v referencˇnı´ veˇtvi pouze +1.
difrakcˇnı´ rˇa´d difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky. Dı´ky pouzˇitı´ blejzovane´ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky tı´mto rˇa´dem procha´zı´
azˇ 70 % dopadajı´cı´ho sveˇtla, zatı´mco zby´vajı´cı´ cˇa´st sveˇtla je mrˇı´zˇkou difraktova´na do ostatnı´ch
rˇa´du˚. Aby nedocha´zelo k degradaci hologramu interferencı´ ostatnı´ch rˇa´du˚ mezi sebou, je nutne´
sveˇtlo v teˇchto rˇa´dech eliminovat. To lze prove´st prostorovou filtracı´ (stı´nı´tkem), avsˇak pouze
v rovina´ch opticky konjugovany´ch s rovinou zdroje (S). Za´rovenˇ se tyto roviny musı´ nacha´zet
v prostoru mezi difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou a zrcadlem M6 spojujı´cı´m referencˇnı´ a prˇedmeˇtovy´ svazek
prˇed vy´stupnı´ rovinou.5 Jedina´ rovina vyhovujı´cı´ teˇmto podmı´nka´m je zadnı´ ohniskova´ rovina
FP2 vy´stupnı´ho objektivu OL2. Vzhledem k tomu, zˇe v rea´lne´ sestaveˇ je dO−TL ≈ fTL, ob-
raz zdroje se vytva´rˇı´ pra´veˇ v blı´zkosti roviny FP2. Aby vsˇak bylo mozˇne´ eliminovat vsˇechny
difrakcˇnı´ rˇa´dy kromeˇ +1., nesmı´ se tento difrakcˇnı´ rˇa´d prˇekry´vat se sousednı´mi difrakcˇnı´mi
rˇa´dy (tj. 0. a +2.). To lze zajistit bud’ volbou dostatecˇneˇ vysoke´ prostorove´ frekvence fDG vrypu˚
difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky (prˇi dane´m rozsahu vlnovy´ch de´lek) nebo vhodnou volbou rozsahu vlnovy´ch
de´lek (prˇi dane´m fDG). Jelikozˇ prostorova´ frekvence fDG difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky jizˇ byla stanovena
podmı´nkou (11), budeme se v na´sledujı´cı´ch odstavcı´ch zaby´vat volbou rozsahu vlnovy´ch de´lek.
Je vsˇak vhodne´ zmı´nit, zˇe pro vy´pocˇet fDG v kap. 2.7 jizˇ byla stanovena nejkratsˇı´ uvazˇovana´ vl-
nova´ de´lka 650 nm.
Abychom odvodili podmı´nky pro volbu pracovnı´ho rozsahu vlnovy´ch de´lek, zaby´vejme se
zobrazenı´m bodu˚ A a B sekunda´rnı´ho zobrazenı´ zdroje S (vytvorˇene´ho v zadnı´ ohniskove´ ro-
vineˇ objektivu O2) tubusovou cˇocˇkou TL2 (obr. 13). Uvazˇujme prˇi tom zjednodusˇenou situaci,
kdy fTL < dO−TL < ∞ a za transmisnı´ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou nejsou umı´steˇny zˇa´dne´ dalsˇı´ op-
ticke´ komponenty. V takove´m prˇı´padeˇ vznikne za difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou mnoho tercia´rnı´ch obrazu˚
zdroje odpovı´dajı´cı´ch jednotlivy´m difrakcˇnı´m rˇa´du˚m difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky (obr. 13a). Bodu˚m A, B
sekunda´rnı´ho zobrazenı´ zdroje odpovı´dajı´ body tercia´rnı´ho zobrazenı´ zdroje A′l, B′l, kde l znacˇı´
prˇı´slusˇnost ke konkre´tnı´mu difrakcˇnı´mu rˇa´du difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky. Budeme-li sledovat dva paprsky
5Za zrcadlem M6 sply´va´ svazek 0. rˇa´du difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky referencˇnı´ veˇtve se svazkem prˇedmeˇtove´ veˇtve a nelze
je jizˇ od sebe oddeˇlit.
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vycha´zejı´cı´ z libovolne´ho bodu difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky a dopadajı´cı´ do bodu˚ A′l, B′l tercia´rnı´ho ob-
razu zdroje vybrane´ho difrakcˇnı´ho rˇa´du, lze z geometrie v obr. 13a a s uva´zˇenı´m parametru˚
rea´lne´ sestavy nahle´dnout, zˇe pro rozumne´ hodnoty dO−TL (tj. cca dO−TL < 300 mm) jsou veli-
kosti u´hlu˚ svı´rany´ch teˇmito paprsky pro vsˇechny body difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky velmi blı´zke´ (pro prˇı´pad
dO−TL = fTL jsou tyto u´hly shodne´ – nulove´). V dalsˇı´m odvozenı´ je proto budeme povazˇovat za
shodne´ a mu˚zˇeme se tedy omezit na sledova´nı´ chodu paprsku˚ vycha´zejı´cı´ch z osove´ho bodu
prˇedmeˇtove´ roviny R objektivu O2 a procha´zejı´cı´ch body A, B sekunda´rnı´ho zobrazenı´ zdroje
(obr. 13b).
Separace +1. rˇa´du od 0. rˇa´du
Pro oddeˇlenı´ +1. a 0. difrakcˇnı´ho rˇa´du lze dle obr. 13b a za pouzˇitı´ vztahu (16) postupneˇ odvodit
γ′0B ≤ γ′+1A , (21)
sin(γB) ≤ λmin fDG + sin(γA), (22)
sin(γB) ≤ λmin fDG − sin(γB), (23)
kde γA a γB jsou u´hly dopadu paprsku˚ prˇı´slusˇejı´cı´ch bodu˚m A resp. B, γ′+1A je u´hel difrakto-
vane´ho paprsku +1. rˇa´du prˇı´slusˇejı´cı´ho bodu A a γ′0B je u´hel difraktovane´ho paprsku 0. rˇa´du
prˇı´slusˇejı´cı´ho bodu B. Z (23) pak snadno dosta´va´me podmı´nku pro nejmensˇı´ vlnovou de´lku
λmin, prˇi ktere´ dojde k oddeˇlenı´ +1. a 0. difrakcˇnı´ho rˇa´du v rovineˇ tercia´rnı´ho zobrazenı´ zdroje:
λmin ≥ 2 sin(γB)fDG . (24)
Pro parametry rea´lne´ sestavy ( fDG = 150 mm−1, fTL = 200 mm, DO = 12 mm) dosta´va´me z (24)
λmin ≥ 400 nm.
Separace +1. rˇa´du od +2. rˇa´du
Pro oddeˇlenı´ +1. a +2. difrakcˇnı´ho rˇa´du lze dle obr. 13b a za pouzˇitı´ vztahu (16) postupneˇ
odvodit
γ′+1B ≤ γ′+2A , (25)
λmax fDG + sin(γB) ≤ 2λmin fDG + sin(γA), (26)
λmax fDG + sin(γB) ≤ 2λmin fDG − sin(γB), (27)
kde γ′+2A je u´hel difraktovane´ho paprsku +2. rˇa´du prˇı´slusˇejı´cı´ho bodu A a γ
′+1
B je u´hel difrakto-
vane´ho paprsku +1. rˇa´du prˇı´slusˇejı´cı´ho bodu B. Z (27) pak dosta´va´me podmı´nku pro nejveˇtsˇı´
vlnovou de´lku λmax, prˇi ktere´ dojde k oddeˇlenı´ +1. a +2. difrakcˇnı´ho rˇa´du v rovineˇ tercia´rnı´ho
zobrazenı´ zdroje:
λmax ≤ 2λmin fDG − sin(γB)fDG . (28)
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Jelikozˇ v 0. difrakcˇnı´m rˇa´du nedocha´zı´ na rozdı´l od ostatnı´ch difrakcˇnı´ch rˇa´du˚ k disperzi
sveˇtla, je podmı´nka (23) pro oddeˇlenı´ +1. a 0. difrakcˇnı´ho rˇa´du me´neˇ omezujı´cı´ nezˇ podmı´nka
(27) pro oddeˇlenı´ +1. a +2. difrakcˇnı´ho rˇa´du, kde je disperze prˇı´tomna v obou rˇa´dech. Zvolı´me-
li λmin = 2 sin(γB)/ fDG, potom z (28) dostaneme λmax = λmin. Rozsah vyuzˇitelny´ch vlnovy´ch
de´lek je tedy v takove´m prˇı´padeˇ nulovy´. Nenulovy´ rozsah zı´ska´me volbou λmin > 2 sin(γB)/ fDG.
Pa´smo pouzˇitelny´ch vlnovy´ch de´lek se tedy zveˇtsˇuje s hodnotou λmin. Tuto skutecˇnost doku-
mentuje graf na obr. 14, kde je vykreslena za´vislost λmax(λmin) a pro referenci take´ λmin(λmin).
Oblast mezi obeˇma krˇivkami pak oznacˇuje pa´smo vyuzˇitelny´ch vlnovy´ch de´lek pro zvolene´
λmin a parametry rea´lne´ sestavy ( fDG = 150 mm−1, fTL = 200 mm, DO = 12 mm). Tato oblast
je vsˇak navı´c take´ omezena volbou nejkratsˇı´ uvazˇovane´ vlnove´ de´lky v kap. 2.7. Pozˇadavek ne-
omezene´ spektra´lnı´ propustnosti mikroskopu v cele´m viditelne´m spektru definovany´ v kap. 2.1
tedy nelze prˇi dany´ch parametrech zcela splnit. Rozsˇı´rˇenı´ spektra´lnı´ propustnosti mikroskopu
by bylo mozˇne´ volbou vysˇsˇı´ prostorove´ frekvence fDG vrypu˚ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky, avsˇak za cenu
mensˇı´ho zorne´ho pole (kap. 2.7).
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Obra´zek 14: Za´vislost λmax na λmin. Pro referenci je zna´zorneˇna take´ za´vislost λmin na λmin.
Oblast mezi obeˇma krˇivkami oznacˇuje pa´smo vyuzˇitelny´ch vlnovy´ch de´lek.
Vztahy (24) a (28) jsme odvodili za prˇedpokladu, kdy za difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou nejsou umı´steˇny
dalsˇı´ opticke´ komponenty. V rea´lne´ sestaveˇ je vsˇak za difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou umı´steˇn vy´stupnı´ ob-
jektiv OL2 a rovina tercia´rnı´ho zobrazenı´ zdroje vznika´ dı´ky dO−TL ≈ fTL prˇiblizˇneˇ v zadnı´ oh-
niskove´ rovineˇ FP2 vy´stupnı´ho objektivu. Za prˇedpokladu, zˇe zdroj vyplnˇuje celou vy´stupnı´ pu-
pilu objektivu O2, platı´ pro pru˚meˇr obrazu zdroje DS,FP2 v zadnı´ ohniskove´ rovineˇ FP2
DS,FP2 = DO fOL/ fTL = 2,1 mm, kde fOL = 35 mm je efektivnı´ ohniskova´ vzda´lenost vy´stupnı´ho
objektivu. Definujme rovinu FP2 sourˇadnicemi yFP2 , zFP2 se stejnou orientacı´ jako sourˇadnicovy´
syste´m definovany´ v obr. 4. Polohu okrajovy´ch bodu˚ A, B obrazu zdroje ve smeˇru osy zFP2 lze
pro libovolny´ difrakcˇnı´ rˇa´d l spocˇı´tat jako zA,B,FP2 = fOL tan(γ
′l
A,B). S vyuzˇitı´m tohoto vztahu
lze zmapovat situaci v rovineˇ FP2 pro libovolne´ nastavenı´ vlnovy´ch de´lek λmin a λmax. Obr. 15
uva´dı´ dva konkre´tnı´ prˇı´klady. Na obr. 15a je videˇt, zˇe prˇi volbeˇ λmin = λmax = 400 nm jsou
obrazy zdroje v rovineˇ FP2 vytvorˇeny teˇsneˇ vedle sebe, +1. difrakcˇnı´ rˇa´d je tedy separova´n
a ostatnı´ rˇa´dy lze efektivneˇ eliminovat stı´nı´tkem se sˇteˇrbinou vhodne´ sˇı´rˇky. V druhe´m prˇı´padeˇ,
kdy λmin = 550 nm a λmax = 700 nm, situaci komplikuje disperze v +1. a +2. rˇa´du. I zde je vsˇak
patrne´, zˇe prˇi dodrzˇenı´ podmı´nek (24) a (28) je +1. rˇa´d separova´n a ostatnı´ rˇa´dy lze eliminovat.
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Obra´zek 15: Vznik obrazu˚ zdroje v rovineˇ FP2 pro (a) λmin = λmax = 400 nm a (b) λmin = 550 nm
a λmax = 700 nm. Pro prˇehlednost jsou zobrazeny pouze difrakcˇnı´ rˇa´dy l = 0,+1,+2.
2.10 Citlivost detekce fa´ze
V te´to kapitole se budeme zaby´vat vybrany´mi faktory ovlivnˇujı´cı´mi citlivost detekce fa´ze (z angl.
phase detection sensitivity). Tato vlastnost mikroskopu uda´va´, jakou nejmensˇı´ zmeˇnu fa´zove´ho
zpozˇdeˇnı´ je mikroskop schopen rozlisˇit (nejedna´ se tedy o rozlisˇenı´ ve smyslu prˇı´cˇne´ho rozlisˇe-
nı´). Mezi faktory ovlivnˇujı´cı´ citlivost detekce fa´ze lze zarˇadit koherencˇnı´ sˇum, parazitnı´ inter-
ference, vy´strˇelovy´ sˇum, vycˇı´tacı´ sˇum detektoru, kvantizaci, kontrast interferencˇnı´ch prouzˇku˚,
stabilitu vlnove´ de´lky zdroje, proudeˇnı´ vzduchu, zmeˇny teploty, vibrace cˇi rekonstrukcˇnı´ algo-
ritmus. Dı´ky pouzˇitı´ cˇasoveˇ nekoherentnı´ho zdroje docha´zı´ v CCHM k silne´mu potlacˇenı´ kohe-
rencˇnı´ho sˇumu a parazitnı´ch interferencı´. Za´rovenˇ je dı´ky off-axis usporˇa´da´nı´ dosazˇeno vysoke´
odolnosti vu˚cˇi vibracı´m a dı´ky achromaticˇnosti interferometru je eliminova´n vliv nestability vl-
nove´ de´lky zdroje. Na druhou stranu docha´zı´ prˇi pouzˇitı´ prostoroveˇ nekoherentnı´ho zdroje ke
snı´zˇenı´ kontrastu interferencˇnı´ch prouzˇku˚ zpu˚sobene´mu neprˇesnostmi v ustavenı´ jednotlivy´ch
opticky´ch prvku˚ mikroskopu. Tento vliv lze cˇa´stecˇneˇ kompenzovat pouzˇitı´m detektoru s veˇtsˇı´m
dynamicky´m rozsahem (s rozlisˇenı´m vysˇsˇı´ho pocˇtu u´rovnı´ intenzity). Dvoucestne´ usporˇa´da´nı´
mikroskopu je take´ ve srovna´nı´ s jednocestny´mi interferometry me´neˇ odolne´ vu˚cˇi proudeˇnı´
vzduchu a zmeˇna´m teploty. Od teˇchto vlivu˚ je proto vhodne´ mikroskop co nejle´pe izolovat.
V na´sledujı´cı´ch podkapitola´ch se budeme zaby´vat analy´zou vlivu kvantizace hologramu,
sˇumu detektoru, apodizacˇnı´ funkce rekonstrukcˇnı´ho algoritmu a vy´strˇelove´ho sˇumu. Experi-
menta´lnı´m stanovenı´m citlivosti detekce fa´ze se zaby´va´ kap. 4.4 v experimenta´lnı´ cˇa´sti te´to
pra´ce.
2.10.1 Generova´nı´ umeˇly´ch hologramu˚
Pro u´cˇely testova´nı´ ru˚zny´ch vlivu˚ na citlivost detekce fa´ze byl navrzˇen algoritmus pro gene-
rova´nı´ umeˇly´ch hologramu˚ v prostrˇedı´ MATLAB. Prˇedpokla´dejme podobneˇ jako v kap. 2.4,
zˇe referencˇnı´ i prˇedmeˇtova´ vlna jsou rovinne´ vlny. Pru˚beˇh intenzity interferencˇnı´ch prouzˇku˚
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vznikly´ch interferencı´ prˇedmeˇtove´ a referencˇnı´ vlny a zaznamenany´ch digita´lnı´m detektorem
popı´sˇeme vztahem
i(x, y) =
(c2b − 1)
4
×
×
[
a2o(x, y) + a
2
r (x, y) + 2ao(x, y)ar(x, y) cos
(
2pi
x sin(ξ) + y cos(ξ)
L
+ ϕ(x, y) + ϕ0
)]
, (29)
kde x a y jsou sourˇadnice definovane´ ve vy´stupnı´ rovineˇ interferometru (viz obr. 4), b je bi-
tova´ hloubka detektoru, c ∈ 〈1/2b; 1〉 je konstanta nastavujı´cı´ vyuzˇitı´ dostupne´ bitove´ hloubky
detektoru, ao ∈ 〈0; 1〉 a ar ∈ 〈0; 1〉 jsou amplitudy prˇedmeˇtove´ resp. referencˇnı´ vlny, ξ je u´hel
natocˇenı´ prouzˇku˚ vu˚cˇi strana´m detektoru, L je prostorova´ perioda prouzˇku˚, ϕ = ϕo−ϕr je fa´zove´
zpozˇdeˇnı´ mezi prˇedmeˇtovou a referencˇnı´ vlnou a ϕ0 je pocˇa´tecˇnı´ fa´zove´ zpozˇdeˇnı´. Pro jedno-
duchost budeme v te´to kapitole uda´vat x, y a L v pocˇtech pixelu˚ detektoru. Prostrˇednictvı´m
funkcı´ ao(x, y) a ϕ(x, y) lze simulovat amplitudu i fa´zove´ zpozˇdeˇnı´ zpu˚sobene´ libovolneˇ de-
finovany´m vzorkem v prˇedmeˇtove´ veˇtvi. Zavedenı´ konstanty c umozˇnˇuje nastavit podmı´nky
blizˇsˇı´ rea´lne´mu hologramu, ktery´ beˇzˇneˇ nevyuzˇı´va´ cely´ dynamicky´ rozsah detektoru. Intenzita
i(x, y) mu˚zˇe naby´vat hodnot z intervalu 〈0; 2b − 1〉. Tyto hodnoty jsou v jednotlivy´ch pixelech
generovane´ho hologramu zaokrouhleny na cela´ cˇı´sla. Tı´m je popsa´na kvantizace hologramu
digita´lnı´m detektorem schopny´m rozlisˇit pra´veˇ 2b hodnot intenzity. Je zrˇejme´, zˇe interferencˇnı´
prouzˇky generovane´ dle (29) vyuzˇı´vajı´ po zaokrouhlenı´ na cela´ cˇı´sla pra´veˇ aoarc2b u´rovnı´ inten-
zity. Tuto hodnotu oznacˇı´me jako dynamicky´ rozsah hologramu, DR = aoarc2b. V na´sledujı´cı´ch
kapitola´ch uvidı´me, zˇe jde o du˚lezˇitou velicˇinu, vu˚cˇi ktere´ budeme vztahovat hodnoty citlivosti
detekce fa´ze. Navrzˇeny´ algoritmus umozˇnˇuje take´ prˇicˇı´st k vy´sledne´mu hologramu libovolneˇ
definovany´ Gaussovsky´ cˇi vy´strˇelovy´ sˇum.
Pro u´cˇely na´sledujı´cı´ch kapitol byly generova´ny hologramy o velikosti 1024 px × 1024 px
s interferencˇnı´mi prouzˇky o periodeˇ L = 3,45 px6 natocˇeny´mi o 45◦ kolem osy z (obr. 16a).
Pocˇa´tecˇnı´ fa´zove´ zpozˇdeˇnı´ bylo nastaveno na ϕ0 = 0 rad a amplitudy prˇedmeˇtove´ i referencˇnı´
vlny byly nastaveny na ao(x, y) = ar(x, y) = 1. Pokud nebude uvedeno jinak, byly analy´zy ge-
nerovany´ch hologramu˚ uvedene´ v na´sledujı´cı´ch podkapitola´ch provedeny na snı´mcı´ch rekon-
struovane´ fa´ze o velikosti 300 px × 300 px s pouzˇitı´m apodizacˇnı´ va´hove´ funkce w2 definovane´
v kapitole 2.10.4.
2.10.2 Vliv kvantizace
Vyuzˇitı´ digita´lnı´ch detektoru˚ v holograficke´ mikroskopii prˇina´sˇı´ nutnost zaby´vat se vlivem
vlastnostı´ teˇchto detektoru˚ na kvalitu rekonstruovane´ho signa´lu. Prˇi za´znamu hologramu digita´l-
nı´m detektorem docha´zı´ ke kvantizaci, tj. reprezentaci pu˚vodnı´ho hladke´ho pru˚beˇhu intenzity
hologramu konecˇny´m pocˇtem u´rovnı´ intenzity. Digitalizovany´ pru˚beˇh intenzity tedy jizˇ nenı´
hladky´, je zatı´zˇen tzv. kvantizacˇnı´m sˇumem. Pocˇet u´rovnı´, ktere´ je detektor schopen rozlisˇit, je
charakterizova´n jeho bitovou hloubkou. V dnesˇnı´ dobeˇ jsou nejrozsˇı´rˇeneˇjsˇı´ detektory 8-bitove´,
ktere´ umozˇnˇujı´ rozlisˇit 28 = 256 u´rovnı´ intenzity (ADU, z angl. analog-to-digital unit). Tato
bitova´ hloubka je zcela dostatecˇna´ pro pozorova´nı´ lidsky´m okem. Za´znamy urcˇene´ k nume-
6Tato hodnota byla stanovena vy´pocˇtem dle [128], kde jsou uvazˇova´ny interferencˇnı´ prouzˇky rovnobeˇzˇne´ se
stranou detektoru. Pozdeˇji jsme prˇesˇli na vy´pocˇet dle kap. 2.8.1, ktery´ bere v potaz natocˇenı´ interferencˇnı´ch
prouzˇku˚ o 45◦ vu˚cˇi strana´m detektoru. Tomuto prˇı´padu by odpovı´dalo L = 2,38 px. Hodnota L vsˇak na vy´sledky
simulacı´ uva´deˇne´ v cele´ kapitole 2.10 nema´ zˇa´dny´ vliv a simulace proto nebyly opakova´ny pro tuto hodnotu.
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ricke´mu zpracova´nı´, jako jsou pra´veˇ naprˇı´klad hologramy, vsˇak cˇasto vyzˇadujı´ vysˇsˇı´ bitovou
hloubku.
Abychom mohli zkoumat vliv kvantizace hologramu na dosazˇitelnou citlivost detekce fa´ze,
potrˇebujeme hologramy, ktere´ nejsou zatı´zˇeny zˇa´dny´mi jiny´mi vlivy kromeˇ kvantizace samotne´.
Takovy´ hologram nelze v praxi za rea´lny´ch podmı´nek zı´skat. Proto byl pro tento u´cˇel vyuzˇit
algoritmus pro generova´nı´ umeˇly´ch hologramu˚.
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Obra´zek 16: (a) Vy´rˇez z generovane´ho hologramu (280 px × 280 px). (b) Rekonstruovana´ fa´ze
z pra´zdne´ho hologramu (DR = 28 ADU).
Pro analy´zu vlivu kvantizace byly generova´ny sady pra´zdny´ch hologramu˚ (tj. v cele´m zor-
ne´m poli platı´ ϕ(x, y) = 0, ao(x, y) = ar(x, y) = 1) s ru˚zny´mi dynamicky´mi rozsahy
(b ∈ {4; 5 . . . 16}, c ∈ {0,25; 0,5; 1}). Z generovany´ch hologramu˚ (obr. 16a) byla nejprve re-
konstruova´na fa´ze (viz kap. 2.6). Na´sledneˇ bylo provedeno nava´za´nı´ fa´ze a vyrovna´nı´ na´klonu
nava´zane´ fa´ze pomocı´ polynomu prvnı´ho stupneˇ. Z pru˚beˇhu˚ takto rekonstruovany´ch snı´mku˚
fa´ze je patrny´ vznik artefaktu˚ rovnobeˇzˇny´ch s interferencˇnı´mi prouzˇky zpu˚sobeny´ kvantizacˇnı´m
sˇumem v hologramu (obr. 16b). Tyto artefakty jsou vy´razneˇjsˇı´ u nizˇsˇı´ch hodnot DR a nega-
tivnı´m zpu˚sobem ovlivnˇujı´ dosazˇitelnou citlivost detekce fa´ze v rekonstruovane´ fa´zi. Jelikozˇ
rozdeˇlenı´ hodnot takto rekonstruovane´ fa´ze ovlivneˇne´ kvantizacı´ je blı´zke´ norma´lnı´mu (Gaus-
sovu) rozdeˇlenı´, lze jej popsat pomocı´ strˇednı´ hodnoty a smeˇrodatne´ odchylky. Smeˇrodatna´
odchylka je beˇzˇneˇ pouzˇı´vanou velicˇinou pro charakterizaci citlivosti detekce fa´ze (viz naprˇ.
[60, 129]) a byla proto zvolena jako za´kladnı´ parametr vyhodnocovany´ ve vsˇech analy´za´ch
v kap. 2.10. Pro kazˇdy´ snı´mek rekonstruovane´ fa´ze byla vypocˇı´ta´na prˇı´slusˇejı´cı´ smeˇrodatna´
odchylka σϕ a vynesena do grafu v za´vislosti na DR (obr. 17). Hodnoty σϕ byly z du˚vodu
omezenı´ vlivu Gibbsova efektu7 vyhodnocova´ny pouze na centra´lnı´ oblasti 100 px × 100 px
kazˇde´ho snı´mku. V grafu je pro referenci uvedena take´ stupnice prˇeva´deˇjı´cı´ hodnoty σϕ na
rea´lnou vy´sˇku σhϕ pro transmisnı´ usporˇa´da´nı´, vlnovou de´lku λ = 650 nm a rozdı´l indexu˚ lomu
vzorku a prostrˇedı´ ∆n = 0,5 podle vztahu (viz naprˇ. [17])
σhϕ =
λσϕ
2pi∆n
. (30)
Z vy´sledku˚ je zrˇejme´, zˇe citlivost detekce fa´ze je neprˇı´mo u´meˇrna´ dynamicke´mu rozsahu holo-
gramu DR. Hodnoty smeˇrodatny´ch odchylek σϕ tedy klesajı´ s rostoucı´m pocˇtem u´rovnı´ inten-
zity, ktere´ interferencˇnı´ prouzˇky hologramu vyuzˇı´vajı´.
7Nezˇa´doucı´ artefakty vznikajı´cı´ prˇedevsˇı´m na okrajı´ch snı´mku a na skokovy´ch zmeˇna´ch v detekovane´m signa´lu
[130, str. 52].
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Obra´zek 17: Za´vislost smeˇrodatne´ odchylky fa´ze σϕ na dynamicke´m rozsahu hologramu DR.
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Obra´zek 18: Funkce ϕ(x, y) popisujı´cı´ fa´zove´ zpozˇdeˇnı´ v jednotlivy´ch bodech hologramu, oblast
mimo cˇtvercovy´ schod ma´ hodnotu ϕ = 0, oblast cˇtvercove´ho schodu ma´ hodnotu ϕ = v.
Zı´skane´ hodnoty σϕ byly na´sledneˇ oveˇrˇova´ny prˇi simulacı´ch vzorku se cˇtvercovy´m schod-
kem o velikosti 200 px × 200 px umı´steˇny´m uprostrˇed zorne´ho pole (obr. 18). Fa´zove´ zpozˇdeˇnı´
v oblasti schodku bylo nastaveno na ru˚zne´ hodnoty v a byl sledova´n vliv kvantizace na kvalitu
rekonstrukce a prˇedevsˇı´m rozlisˇitelnost simulovane´ struktury v rekonstruovane´ fa´zi. Obr. 19
uva´dı´ dva prˇı´klady rekonstruovane´ fa´ze pro hologramy s dynamicky´mi rozsahy DR = 28 ADU
a DR = 214 ADU. Hodnoty fa´zove´ho zpozˇdeˇnı´ v oblasti schodku byly v teˇchto prˇı´padech
nastaveny pra´veˇ na hodnotu σϕ pro dany´ dynamicky´ rozsah hologramu dle za´vislosti na obr.
17. Pod obra´zky je uvedena strˇednı´ hodnota a smeˇrodatna´ odchylka fa´ze vypocˇı´tane´ z oblasti
cˇtvercove´ho schodu. Ze snı´mku˚ je patrne´, zˇe zobrazenı´ schodku se v takove´m prˇı´padeˇ pohybuje
na hranici rozlisˇitelnosti a hodnota σϕ je tedy vhodny´m parametrem pro popis limitnı´ citlivosti
detekce fa´ze.
45
−4
−2
0
2
4
·10−3
D
R
=
28
A
D
U
ϕ
[r
ad
]
v = 0,0014 rad
v = 0,001 rad, σv = 0,0013 rad 50 100 150 200
−4
−2
0
2
4
·10−3
[px]
ϕ
[r
ad
]
a) b)
−5
0
5
·10−5
D
R
=
21
4
A
D
U
ϕ
[r
ad
]
v = 0,00002 rad
v = 0,00001 rad, σv = 0,00002 rad 50 100 150 200
−6
−4
−2
0
2
4
6
·10−5
[px]
ϕ
[r
ad
]
c) d)
Obra´zek 19: Simulace zobrazenı´ vzorku se schodkem zatı´zˇene´ho kvantizacˇnı´m sˇumem. (a) Re-
konstruovana´ fa´ze pro DR = 28 = 256 ADU a simulovanou vy´sˇku schodku v = 0,0014 rad.
(b) Profil rˇezu rekonstruovanou fa´zı´ oznacˇeny´ zˇlutou cˇa´rou ve snı´mku (a). (c) Rekonstruovana´
fa´ze pro DR = 214 = 16384 ADU a simulovanou vy´sˇku schodku v = 0,00002 rad. (d) Pro-
fil rˇezu rekonstruovanou fa´zı´ oznacˇeny´ zˇlutou cˇa´rou ve snı´mku (c). U´daje pod obra´zky fa´ze
uda´vajı´ strˇednı´ hodnotu a smeˇrodatnou odchylku fa´ze vypocˇı´tane´ z oblasti cˇtvercove´ho schodu.
Zobrazen vy´rˇez 200 px × 200 px z pu˚vodnı´ch snı´mku˚ 300 px × 300 px.
Pro dosazˇenı´ subnanometrove´ citlivosti detekce fa´ze by dle obr. 17 byl dostacˇujı´cı´ detektor
s bitovou hloubkou A/D prˇevodnı´ku b ≥ 7 bit. Za rea´lny´ch podmı´nek vsˇak hologram nevyuzˇı´va´
cely´ dynamicky´ rozsah kamery a za´znam je ovlivneˇn celou rˇadou dalsˇı´ch faktoru˚. U biolo-
gicky´ch vzorku˚ navı´c ∆n naby´va´ nı´zky´ch hodnot (v rˇa´du desetin azˇ setin) a je tedy vhodne´ zvolit
detektor s vysˇsˇı´m dynamicky´m rozsahem. Obecneˇ je vhodne´ volit dynamicky´ rozsah detektoru
tak, aby citlivost detekce fa´ze dana´ kvantizacı´ hologramu nebyla limitujı´cı´m faktorem celkove´
citlivosti detekce fa´ze. Pro 14-bitovou kameru XIMEA MR285MC-BH pouzˇitou v laboratornı´
sestaveˇ mikroskopu dosta´va´me dle obr. 17 za prˇedpokladu plne´ho vyuzˇitı´ dynamicke´ho rozsahu
kamery smeˇrodatnou odchylku fa´ze σϕ ≈ 2 · 10−5 rad.
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2.10.3 Vliv sˇumu detektoru
Jednı´m z vy´znamny´ch faktoru˚ ovlivnˇujı´cı´ch nejmensˇı´ detekovatelnou zmeˇnu fa´ze je sˇum de-
tektoru. Tento sˇum je tvorˇen neˇkolika ru˚zny´mi slozˇkami zpu˚sobujı´cı´mi na´hodne´ nebo pravi-
delne´ zmeˇny v detekovane´m signa´lu. Jedna´ se naprˇ. o vycˇı´tacı´ sˇum, terma´lnı´ sˇum, interference
v elektronicky´ch obvodech detektoru nebo nerovnomeˇrnou citlivost jednotlivy´ch pixelu˚ detek-
toru. Zatı´mco v oblasti kra´tky´ch expozicˇnı´ch cˇasu˚ (typicky jednotky sekund a kratsˇı´) prˇevazˇuje
prˇedevsˇı´m vycˇı´tacı´ sˇum generovany´ elektronikou detektoru, v oblasti delsˇı´ch expozicˇnı´ch cˇasu˚
prˇevazˇuje vliv terma´lnı´ho sˇumu zpu˚sobene´ho terma´lneˇ generovany´mi elektrony. Jelikozˇ ex-
pozicˇnı´ cˇasy prˇi snı´ma´nı´ hologramu˚ dosahujı´ typicky jednotek azˇ stovek milisekund, zameˇrˇı´me
se v te´to kapitole prˇedevsˇı´m na vliv vycˇı´tacı´ho sˇumu.
Vycˇı´tacı´ sˇum beˇzˇny´ch CCD detektoru˚ ma´ nejcˇasteˇji Gaussovske´ rozdeˇlenı´ [131]. Pro ana-
ly´zu vlivu tohoto sˇumu byly proto generova´ny pra´zdne´ hologramy, ke ktery´m byl na´sledneˇ
prˇicˇı´ta´n Gaussovsky´ sˇum s ru˚zny´mi hodnotami smeˇrodatne´ odchylky σD. Z generovany´ch ho-
logramu˚ byla pote´ opeˇt rekonstruova´na fa´ze a bylo provedeno nava´za´nı´ fa´ze. Od nava´zane´ fa´ze
byl vzˇdy odecˇten snı´mek nava´zane´ fa´ze rekonstruovane´ z hologramu bez prˇidane´ho sˇumu. Tı´m
bylo zajisˇteˇno dokonale´ vyrovna´nı´ fa´zove´ plochy a kompenzace kvantizacˇnı´ho sˇumu a arte-
faktu˚ rekonstrukcˇnı´ho algoritmu (naprˇ. Gibbsu˚v efekt). Z cele´ plochy kazˇde´ho snı´mku byla
vypocˇı´ta´na prˇı´slusˇejı´cı´ smeˇrodatna´ odchylka σϕ rekonstruovane´ fa´ze a zı´skane´ hodnoty byly
na´sledneˇ vyneseny do grafu v za´vislosti na podı´lu DR/σD (obr. 20), kde σD je smeˇrodatna´ od-
chylka vycˇı´tacı´ho sˇumu detektoru. Uvedenı´ hodnotσϕ v za´vislosti na podı´lu DR/σD je vy´hodne´,
nebot’ tento podı´l ma´ stejny´ vy´znam jako dynamicky´ rozsah detektoru,8 ktery´ je obvykle defi-
nova´n jako podı´l na´bojove´ kapacity (angl. full well capacity) detektoru a u´rovneˇ vycˇı´tacı´ho
sˇumu detektoru. Hodnoty σϕ lze tedy jednodusˇe odecˇı´st z grafu na obr. 20 pro libovolny´ detek-
tor se zna´mou hodnotou dynamicke´ho rozsahu.
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Obra´zek 20: Za´vislost smeˇrodatne´ odchylky fa´ze σϕ na podı´lu DR/σD. Cˇa´rkovana´ cˇa´ra vy-
znacˇuje hodnotu tohoto podı´lu pro kameru XIMEA MR285MC-BH.
Z vy´sledku˚ je zrˇejme´, zˇe citlivost detekce fa´ze je neprˇı´mo u´meˇrna´ podı´lu DR/σD. Hodnoty
σϕ tedy klesajı´ s klesajı´cı´m sˇumem detektoru a stoupajı´cı´m dynamicky´m rozsahem hologramu.
8Za prˇedpokladu, zˇe hologram vyuzˇije cely´ dynamicky´ rozsah uvazˇovane´ho detektoru.
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Pro parametry kamery XIMEA MR285MC-BH DR/σD = 2967 (σD = 5,5 ADU, c = 1, b = 14,
zisk 0 dB) dosta´va´me za prˇedpokladu, zˇe hologram vyuzˇı´va´ cely´ dynamicky´ rozsah kamery,
hodnotu smeˇrodatne´ odchylky σϕ ≈ 2,2 · 10−4 rad.
Zı´skane´ hodnoty σϕ byly na´sledneˇ opeˇt oveˇrˇova´ny prˇi simulacı´ch vzorku se cˇtvercovy´m
schodkem. Fa´zove´ zpozˇdeˇnı´ v oblasti schodku bylo nastaveno na hodnoty v = σϕ pro dany´
pomeˇr DR/σD. Obr. 21 uva´dı´ prˇı´klad rekonstruovane´ fa´ze pro hologram s dynamicky´m roz-
sahem odpovı´dajı´cı´m dynamicke´mu rozsahu kamery XIMEA MR285MC-BH. Ze snı´mku je
patrne´, zˇe zobrazenı´ schodku se v tomto prˇı´padeˇ pohybuje v blı´zkosti hranice rozlisˇitelnosti.
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Obra´zek 21: Simulace zobrazenı´ vzorku se schodkem zatı´zˇene´ho vycˇı´tacı´m sˇumem detektoru.
(a) Rekonstruovana´ fa´ze pro DR/σD = 2967 a simulovanou vy´sˇku schodku v = 0,0002 rad.
U´daj pod obra´zkem uda´va´ strˇednı´ hodnotu a smeˇrodatnou odchylku fa´ze vypocˇı´tane´ z oblasti
cˇtvercove´ho schodu. Velikost pole rekonstruovane´ fa´ze je 300 px × 300 px. (b) Profil rˇezu
rekonstruovanou fa´zı´ oznacˇeny´ zˇlutou cˇa´rou ve snı´mku rekonstruovane´ fa´ze.
Terma´lnı´ sˇum je nejcˇasteˇji popisova´n Poissonovy´m rozdeˇlenı´m [132, str. 252]. Pokud se
vsˇak spokojı´me s hrubou aproximacı´ Gaussovy´m rozdeˇlenı´m, lze vy´sledky zı´skane´ pro vycˇı´tacı´
sˇum (obr. 20) aplikovat take´ pro hruby´ odhad u´rovneˇ terma´lnı´ho sˇumu. Hodnotu pomeˇru DR/σD
pro terma´lnı´ sˇum detektoru pak lze urcˇit jako DR/σD = Ce/
√
Nett, kde Ce [e¯] je na´bojova´ kapa-
cita detektoru, Net [e¯/s] je pocˇet terma´lneˇ generovany´ch elektronu˚ za sekundu a t [s] je expozicˇnı´
doba. Vzhledem k teplotnı´ za´vislosti je hodnota Net obvykle specifikova´na pro konkre´tnı´ tep-
lotu.
2.10.4 Vliv apodizacˇnı´ funkce
Jak jizˇ bylo zmı´neˇno v kap. 2.6, obrazove´ spektrum je beˇhem procesu rekonstrukce obrazove´
komplexnı´ amplitudy na´sobeno tzv. apodizacˇnı´ va´hovou funkcı´. Apodizacˇnı´ funkce naby´va´
hodnot z intervalu 〈0; 1〉 a slouzˇı´ prˇedevsˇı´m k u´tlumu tzv. Gibbsova efektu, tedy za´kmitu˚ v re-
konstruovane´m signa´lu vytva´rˇejı´cı´ch nezˇa´doucı´ artefakty prˇedevsˇı´m na okrajı´ch snı´mku a na
skokovy´ch zmeˇna´ch v detekovane´m signa´lu [130, str. 52]. Tato funkce musı´ by´t navrzˇena s ohle-
dem na spektrum prostorovy´ch frekvencı´ hologramu tak, aby nedocha´zelo k u´tlumu prosto-
rovy´ch frekvencı´ obrazove´ho spektra. Proto nenı´ vhodne´ pouzˇı´t neˇkterou z nejcˇasteˇji pouzˇı´-
vany´ch apodizacˇnı´ch funkcı´, jako je naprˇ. Hammingova, Hannova nebo Blackmanova [130,
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str. 468]. Jednou z nejjednodusˇsˇı´ch funkcı´, ktera´ mu˚zˇe by´t nastavena tak, aby nezpu˚sobovala
u´tlum prostorovy´ch frekvencı´ obrazove´ho spektra, je funkce tvaru circ (obr. 22):
w1(RD) = circ
(RD
2B
)
=

1, |RD| < 2B
1
2 , |RD| = 2B
0, |RD| > 2B
, (31)
kde RD =
√
X2D + Y
2
D. Takova´ funkce vsˇak neumozˇnˇuje efektivnı´ u´tlum Gibbsova efektu, nebot’
obsahuje ostre´ skokove´ zmeˇny. Vhodnou apodizacˇnı´ funkci navrhl Tukey (tzv. Tukey window
nebo take´ split cosine bell, viz naprˇ. [133, str. 69]). Tato funkce (w2 v obr. 22) plneˇ propousˇtı´
vybrane´ pa´smo prostorovy´ch frekvencı´ obrazove´ho spektra 〈−2B; 2B〉, zatı´mco vysˇsˇı´ prosto-
rove´ frekvence jsou postupneˇ tlumeny prˇechodem ve tvaru funkce kosinus azˇ po prostorovou
frekvenci fW , ktera´ odpovı´da´ zvolene´ velikosti vy´rˇezu:
w2(RD) =

1, |RD| ≤ 2B
1
2 {1 + cos[pi(2B − RD)/(2B − fW)]}, 2B < |RD| ≤ fW
0, |RD| > fW
. (32)
Takova´ apodizacˇnı´ funkce vsˇak propousˇtı´ nejen prostorove´ frekvence obrazove´ho spektra, ale
cˇa´stecˇneˇ take´ vysˇsˇı´ frekvence, ktere´ se jizˇ nepodı´lı´ na tvorbeˇ obrazu. V prˇı´padeˇ, kdy je zdrojovy´
hologram zatı´zˇen sˇumem, mohou tyto prostorove´ frekvence prˇispı´vat ke vzniku sˇumu v rekon-
struovane´m obraze.
− fW −2B 0 2B fW
0
1
RD
w
w1
w2
w3
Obra´zek 22: Apodizacˇnı´ va´hove´ funkce w1, w2 a w3 v za´vislosti na RD.
Abychom zjistili, jaky´ vliv ma´ tvar apodizacˇnı´ funkce na vy´sledny´ sˇum v obraze rekonstru-
ovane´ fa´ze v prˇı´padeˇ, kdy je hologram zatı´zˇen sˇumem, byla provedena stejna´ analy´za jako
v kap. 2.10.3 za pouzˇitı´ trˇı´ rozdı´lny´ch apodizacˇnı´ch funkcı´ w1(RD), w2(RD) a w3(RD) = 1
(obr. 22). Velikost strany vy´rˇezu odpovı´dajı´cı´ 2 fw byla zvolena 300 px a prostorove´ frekvenci
2B odpovı´dal polomeˇr 127 px (pro λ = 650 nm, mOL = 4,9 NAO/m = 0,025, fD = 155 mm−1).
Vy´sledky jsou porovna´ny na obr. 23.
9Acˇkoliv idea´lnı´ hodnota zveˇtsˇenı´ vy´stupnı´ch objektivu˚ byla v kap. 2.8.1 stanovena jako mOL = 2,3, pro analy´zy
v cele´ kapitole 2.10 byla pouzˇita hodnota mOL = 4 odpovı´dajı´cı´ rea´lne´ hodnoteˇ zveˇtsˇenı´ vy´stupnı´ch objektivu˚
testovane´ laboratornı´ sestavy, cozˇ umozˇnˇuje prˇı´me´ porovna´nı´ vy´sledku˚ simulacı´ s vy´sledky dosazˇeny´mi v experi-
menta´lnı´ cˇa´sti te´to pra´ce (kap. 4.4).
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Obra´zek 23: Za´vislost smeˇrodatne´ odchylky fa´ze σϕ na podı´lu DR/σD pro apodizacˇnı´ va´hove´
funkce w1, w2 a w3. Cˇa´rkovana´ cˇa´ra vyznacˇuje hodnotu podı´lu DR/σD pro kameru XIMEA
MR285MC-BH.
Z vy´sledku˚ je patrne´, zˇe apodizacˇnı´ funkce propousˇteˇjı´cı´ veˇtsˇı´ mnozˇstvı´ vysoky´ch prosto-
rovy´ch frekvencı´ snizˇujı´ citlivost detekce fa´ze (tj. zvysˇujı´ hodnoty σϕ). Pro pomeˇry hodnot σϕ
dosta´va´me σw3ϕ /σ
w1
ϕ ≈ 1,33 a σw3ϕ /σw2ϕ ≈ 1,25. Hodnoty dosahovane´ s apodizacˇnı´ funkcı´ w2
jsou blı´zke´ vy´sledku˚m s w1 a s ohledem na pozˇadavek silne´ho u´tlumu Gibbsova efektu je tedy
apodizacˇnı´ funkce w2 vhodnou funkcı´ pro rekonstrukci obrazu vzhledem k mı´rˇe sˇumu, kterou
dovoluje.
2.10.5 Vliv vy´strˇelove´ho sˇumu
Dalsˇı´m z vy´znamny´ch faktoru˚ ovlivnˇujı´cı´ch dosazˇitelnou citlivost detekce fa´ze je vy´strˇelovy´
sˇum (take´ nazy´va´n Poissonu˚v sˇum). Vznik tohoto sˇumu vycha´zı´ z diskre´tnı´ povahy fotonu˚
dopadajı´cı´ch na detektor a by´va´ obvykle popisova´n Poissonovy´m rozdeˇlenı´m [134, str. 777].
Prˇi dopadu fotonu na detektor docha´zı´ ke vzniku pa´ru elektron-dı´ra (da´le uva´deˇno jako ge-
nerova´nı´ elektronu˚) s pravdeˇpodobnostı´ danou kvantovou u´cˇinnostı´ detektoru. Lze uka´zat, zˇe
elektrony jsou prˇi tomto procesu generova´ny take´ s Poissonovy´m rozdeˇlenı´m [134, str. 779].
Prˇedpokla´dejme nynı´, zˇe na detektor dopada´ z obou veˇtvı´ mikroskopu celkoveˇ takove´ pru˚meˇrne´
mnozˇstvı´ fotonu˚, ktere´ beˇhem jedne´ expozice vygeneruje pru˚meˇrneˇ Ne elektronu˚. Platı´
Ne = ηqNp, kde ηq je kvantova´ u´cˇinnost detektoru a Np je pru˚meˇrny´ pocˇet fotonu˚ dopadajı´cı´
na detektor beˇhem jedne´ expozice. Pro obvykla´ mnozˇstvı´ generovany´ch elektronu˚ (v rˇa´du sto-
vek azˇ desı´tek tisı´c) lze Poissonovo rozdeˇlenı´ velmi dobrˇe aproximovat Gaussovy´m rozdeˇlenı´m
a popsat pomocı´ strˇednı´ hodnoty a smeˇrodatne´ odchylky. Pro smeˇrodatnou odchylku pocˇtu ge-
nerovany´ch elektronu˚ pak platı´ σe =
√
Ne [134, str. 779]. Vy´strˇelovy´ sˇum se tedy projevuje
jinou mı´rou v tmavy´ch oblastech interferencˇnı´ch prouzˇku˚ hologramu nezˇ ve sveˇtly´ch oblastech.
Prˇedpokla´dejme da´le prˇı´pad, kdy jsou intenzity svazku˚ v obou veˇtvı´ch mikroskopu shodne´. Po-
tom dı´ky koherentnı´mu skla´da´nı´ vln prˇi tvorbeˇ hologramu mu˚zˇe pocˇet generovany´ch elektronu˚
naby´vat hodnot 2Ne v oblastech konstruktivnı´ interference a 0 v oblastech destruktivnı´ interfe-
rence. Pro kameru XIMEA MR285MC-BH s na´bojovou kapacitou 24000 elektronu˚ tedy bude
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dynamicky´ rozsah idea´lneˇ vyuzˇit prˇi osveˇtlenı´ generujı´cı´m pru˚meˇrneˇ 12000 elektronu˚ beˇhem
jedne´ expozice.
Pro oveˇrˇenı´ vlivu vy´strˇelove´ho sˇumu byly generova´ny pra´zdne´ hologramy s ru˚zny´mi u´rov-
neˇmi generovany´ch elektronu˚ Ne, ke ktery´m byl na´sledneˇ prˇida´n vy´strˇelovy´ sˇum s Poissonovy´m
rozdeˇlenı´m. Z generovany´ch hologramu˚ byla rekonstruova´na fa´ze a bylo provedeno nava´za´nı´
fa´ze. Od nava´zane´ fa´ze byl vzˇdy odecˇten snı´mek nava´zane´ fa´ze rekonstruovane´ z hologramu
bez prˇidane´ho sˇumu. Tı´m bylo zajisˇteˇno dokonale´ vyrovna´nı´ fa´zove´ plochy a kompenzace
kvantizacˇnı´ho sˇumu a artefaktu˚ rekonstrukcˇnı´ho algoritmu (naprˇ. Gibbsu˚v efekt). Z cele´ plo-
chy kazˇde´ho snı´mku byla vypocˇı´ta´na prˇı´slusˇejı´cı´ smeˇrodatna´ odchylka σϕ rekonstruovane´ fa´ze
a zı´skane´ hodnoty byly na´sledneˇ vyneseny do grafu v za´vislosti na pru˚meˇrne´m mnozˇstvı´ elek-
tronu˚ Ne generovany´ch prˇi tvorbeˇ hologramu (obr. 24).
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Obra´zek 24: Za´vislost smeˇrodatne´ odchylky fa´ze σϕ na pru˚meˇrne´m pocˇtu elektronu˚ Ne gene-
rovany´ch v detektoru. Cˇa´rkovana´ cˇa´ra vyznacˇuje hodnotu Ne = 12000 elektronu˚ odpovı´dajı´cı´
plne´mu vyuzˇitı´ dynamicke´ho rozsahu kamery XIMEA MR285MC-BH.
Z vy´sledku˚ je zrˇejma´ za´vislost citlivosti detekce fa´ze na
√
Ne. Hodnoty σϕ klesajı´ s pocˇtem
elektronu˚ generovany´ch v detektoru prˇi tvorbeˇ hologramu. Pro kameru XIMEA MR285MC-BH
s na´bojovou kapacitou 24000 elektronu˚ dosta´va´me σϕ ≈ 0,003 rad.
Zı´skane´ hodnoty σϕ byly na´sledneˇ opeˇt oveˇrˇova´ny prˇi simulacı´ch vzorku se cˇtvercovy´m
schodkem. Fa´zove´ zpozˇdeˇnı´ v oblasti schodku bylo nastaveno na hodnoty v = σϕ pro danou
hodnotu Ne. Obr. 25 uva´dı´ prˇı´klad rekonstruovane´ fa´ze pro hologram s hodnotou Ne = 12000
elektronu˚ odpovı´dajı´cı´ plne´mu vyuzˇitı´ dynamicke´ho rozsahu kamery XIMEA MR285MC-BH.
Ze snı´mku je patrne´, zˇe zobrazenı´ schodku se v tomto prˇı´padeˇ pohybuje v blı´zkosti hranice
rozlisˇitelnosti.
Ve vsˇech analy´za´ch jsme se omezili na prˇı´pad, kdy jsou intenzity svazku˚ v obou veˇtvı´ch
mikroskopu shodne´ a prˇedpokla´dali jsme take´ cˇisteˇ fa´zovy´ vzorek. Je vsˇak nutne´ zmı´nit, zˇe
pomeˇr intenzit mezi obeˇma interferujı´cı´cmi svazky ma´ v prˇı´padeˇ vy´strˇelove´ho sˇumu nezane-
dbatelny´ vliv na mnozˇstvı´ generovany´ch elektronu˚ v ru˚zny´ch mı´stech interferencˇnı´ch prouzˇku˚
hologramu. Tento pomeˇr prˇitom nemusı´ by´t da´n pouze opticky´mi prvky mikroskopu, ale take´
naprˇ. funkcı´ propustnosti pozorovane´ho vzorku. Vliv na vy´sledny´ pomeˇr signa´l/sˇum ma´ take´
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Obra´zek 25: Simulace zobrazenı´ vzorku se schodkem zatı´zˇene´ho vy´strˇelovy´m sˇumem. (a) Re-
konstruovana´ fa´ze pro Ne = 12000 e a simulovanou vy´sˇku schodku v = 0,003 rad. U´daj pod
obra´zkem uda´va´ strˇednı´ hodnotu a smeˇrodatnou odchylku fa´ze vypocˇı´tane´ z oblasti cˇtvercove´ho
schodu. Velikost pole rekonstruovane´ fa´ze je 300 px × 300 px. (b) Profil rˇezu rekonstruovanou
fa´zı´ oznacˇeny´ zˇlutou cˇa´rou ve snı´mku rekonstruovane´ fa´ze.
naprˇı´klad charakter spektra prostorovy´ch frekvencı´ vzorku (a to i v prˇı´padeˇ cˇisteˇ fa´zove´ho ob-
jektu), kdy u plosˇsˇı´ch objektu˚ obsahujı´cı´ch mensˇı´ mnozˇstvı´ vysoky´ch prostorovy´ch frekvencı´
lze dosa´hnout nizˇsˇı´ u´rovneˇ sˇumu. Detailneˇji jsou tyto vlivy analyzova´ny v publikaci [135].
2.10.6 Diskuze vy´sledku˚
Vliv ru˚zny´ch faktoru˚ na citlivost detekce fa´ze jsme vyhodnocovali s pomocı´ parametru smeˇ-
rodatne´ odchylky rekonstruovane´ fa´ze σϕ. Ze zı´skany´ch vy´sledku˚ (obr. 17, 20 a 24) je pa-
trne´, zˇe nejza´sadneˇjsˇı´ vliv (tj. nejvysˇsˇı´ hodnoty σϕ) ma´ vy´strˇelovy´ sˇum pohybujı´cı´ se v rˇa´dech
10−2 azˇ 10−3 rad. Tento sˇum za´visı´ na mnozˇstvı´ dopadajı´cı´ch fotonu˚ (a tı´m generovany´ch elek-
tronu˚), prˇicˇemzˇ vysˇsˇı´ u´rovenˇ detekovane´ intenzity snizˇuje u´rovenˇ vy´strˇelove´ho sˇumu. Pro ome-
zenı´ vlivu vy´strˇelove´ho sˇumu je proto vhodne´ zvolit detektor s vysokou na´bojovou kapaci-
tou (velky´mi rozmeˇry pixelu˚) a vysokou kvantovou u´cˇinnostı´. Prˇi nastavova´nı´ snı´ma´nı´ je pak
vhodne´ zajistit vysokou u´rovenˇ detekovane´ intenzity nastavenı´m intenzity zdroje osveˇtlenı´, ex-
pozicˇnı´ho cˇasu kamery a volbou vhodne´ vlnove´ de´lky vzhledem k spektra´lnı´m charakteris-
tika´m zdroje i detektoru. Druhy´m nejvy´razneˇjsˇı´m faktorem je sˇum detektoru, jehozˇ u´rovenˇ se
v prˇı´padeˇ vy´strˇelove´ho sˇumu pohybuje v rˇa´du 10−4 rad. V prˇı´padech, kdy hologram nevyuzˇı´va´
cely´ dynamicky´ rozsah detektoru, mu˚zˇe tento sˇum dosahovat vy´znamny´ch hodnot. Omezenı´
tohoto vlivu je mozˇne´ pouze volbou detektoru s vysoky´m dynamicky´m rozsahem (tj. vysokou
hodnotou na´bojove´ kapacity a nı´zkou u´rovnı´ vycˇı´tacı´ho sˇumu). V prˇı´padeˇ delsˇı´ch expozicˇnı´ch
cˇasu˚ (v rˇa´du jednotek sekund) je take´ vhodne´ omezit vliv terma´lnı´ho sˇumu chlazenı´m detektoru.
Kvantizacˇnı´ sˇum je za´visly´ pouze na dynamicke´m rozsahu hologramu DR, tj. pocˇtu u´rovnı´ in-
tenzity vyuzˇı´vany´ch interferencˇnı´mi prouzˇky hologramu. Vy´znamny´ch hodnot dosahuje pouze
u detektoru˚ s nı´zkou bitovou hloubkou (b < 8), poprˇ. v prˇı´padech, kdy hologram vyuzˇı´va´ pouze
malou cˇa´st dynamicke´ho rozsahu detektoru. Prˇi vy´beˇru detektoru je pro dosazˇenı´ pozˇadovane´
citlivosti detekce fa´ze nutne´ bra´t v u´vahu nejenom skutecˇnost, zˇe rea´lny´ hologram vyuzˇı´va´
beˇzˇneˇ pouze cˇa´st dynamicke´ho rozsahu detektoru (obvykle c ≈ 0,25–0,8), ale take´ naprˇı´klad
vlnovou de´lku sveˇtla a prˇedpokla´dany´ rozdı´l indexu˚ lomu vzorku a prostrˇedı´.
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Pro celkovou hodnotu smeˇrodatne´ odchylky sˇumu σϕT platı´ [136, str. 194]
σϕT =
√
σ2ϕQ + σ
2
ϕD + σ
2
ϕS , (33)
kde σϕQ, σϕD a σϕS jsou smeˇrodatne´ odchylky kvantizacˇnı´ho sˇumu resp. sˇumu detektoru resp.
vy´strˇelove´ho sˇumu. Tato rovnice v nasˇem prˇı´padeˇ obsahuje pouze vlivy analyzovane´ v kap. 2.10,
pro ostatnı´ zdroje sˇumu popsatelne´ Gaussovy´m rozdeˇlenı´m vsˇak platı´ stejny´ princip sˇı´rˇenı´ chyb.
Pro parametry kamery XIMEA MR285MC-BH a situaci, kdy hologram vyuzˇı´va´ cely´ dyna-
micky´ rozsah kamery, dosta´va´me dle rovnice (33) σϕT ≈ 0,003 rad. Tato hodnota je srovnatelna´
s u´rovnı´ vy´strˇelove´ho sˇumu, zby´vajı´cı´ zdroje sˇumu tedy nemajı´ za uvedeny´ch podmı´nek pod-
statny´ vliv.
V simulacı´ch byla mj. take´ oveˇrˇena du˚lezˇita´ skutecˇnost, zˇe hodnoty σϕ jsou prˇı´mo u´meˇrne´
rozmeˇru˚m vy´rˇezu ve spektru prostorovy´ch frekvencı´ hologramu (kap. 2.6) a neprˇı´mo u´meˇrne´
rozmeˇru˚m hologramu, cozˇ je da´no vlastnostmi Fourierovy transformace. Tato vlastnost umozˇ-
nˇuje prˇepocˇet hodnot z grafu˚ na obr. 17, 20 a 24 pro libovolne´ rozmeˇry vy´rˇezu a hologramu. Je-
likozˇ analy´zy byly v prˇedchozı´ch kapitola´ch prova´deˇny pro hologramy o straneˇ 1024 px a vy´rˇez
o straneˇ 300 px, lze prˇepocˇtenou hodnotu smeˇrodatne´ odchylky σ′ϕ zı´skat jako
σ′ϕ =
1024
300
pW
pH
σϕ, (34)
kde pW [px] je rozmeˇr strany vy´rˇezu ve spektru prostorovy´ch frekvencı´ hologramu a pH [px] je
rozmeˇr prˇı´slusˇne´ strany hologramu.
Za zmı´nku stojı´ take´ vybrane´ faktory nemajı´cı´ zˇa´dny´ vliv na hodnoty σϕ. Jedna´ se naprˇ.
o rozsˇı´rˇenı´ vy´rˇezu spektra nulami, periodu interferencˇnı´ch prouzˇku˚ nebo strˇednı´ hodnotu u´rovneˇ
sˇumu detektoru.
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3 Konstrukce
Za u´cˇelem oveˇrˇenı´ funkcˇnosti a opticky´ch parametru˚ nove´ koncepce CCHM navrzˇene´ v kap. 2
byla zkonstruova´na a sestavena laboratornı´ sestava mikroskopu (obr. 26 a 27). Na te´to pra´ci se
autor podı´lel spolu s Ing. Martinem Antosˇem, Ph.D. (U´FI FSI VUT) a Ing. Zbynˇkem Dosta´lem
(U´FI FSI VUT). Podı´l vlastnı´ pra´ce autora je na´sledujı´cı´: vytvorˇenı´ kompletnı´ho opticke´ho
na´vrhu (podklad pro konstrukcˇnı´ na´vrh, viz obr. 28), konstrukcˇnı´ na´vrh osveˇtlovacı´ soustavy
a stolku pro umı´steˇnı´ prepara´tu, na´vrh monta´zˇnı´ho a automatizovatelne´ho provoznı´ho serˇizova-
cı´ho postupu, monta´zˇ a serˇı´zenı´ mikroskopu na opticke´m stole.
3.1 Za´kladnı´ prvky laboratornı´ sestavy
S    T    L                 M1        C1          Sp              O1      TL1           M3                         BS2              M2
 F            BS1           M5           C2         R                 O2      TL2           M6                         BS3             DG
OL2
D
OL1
M4
Obra´zek 26: 3D model laboratornı´ sestavy CCHM (autor: Ing. Zbyneˇk Dosta´l).
• Zdroj sveˇtla (S): konec sveˇtlovodu o pru˚meˇru ja´dra 5 mm, prˇipojeny´ k 100W halogenove´mu
zdroji Euromex EK-1 s nastavitelnou intenzitou, centrova´nı´ pomocı´ dvojice sˇroubu˚.
• Za´meˇrny´ obrazec (T): apertura o pru˚meˇru cca 60 µm, za´suvny´ mechanismus poha´neˇny´ ser-
vomotorem, nastavenı´ polohy v osa´ch x, y, z pomocı´ sˇroubu˚, slouzˇı´ pro uzˇivatelske´ serˇı´zenı´
mikroskopu. Umı´steˇn v rovineˇ opticky konjugovane´ s vy´stupnı´ rovinou (v obou veˇtvı´ch mi-
kroskopu).
• Filtr (F): interferencˇnı´ filtr pro regulaci cˇasove´ koherence osveˇtlenı´, poprˇ. neutra´lnı´ filtr pro
regulaci intenzity osveˇtlenı´.
• Kolektor (L): dublet, efektivnı´ ohniskova´ vzda´lenost 50 mm, pru˚meˇr 12,7 mm, zveˇtsˇenı´
mezi prˇedmeˇtovou rovinou (konec sveˇtlovodu) a obrazovou rovinou (prˇednı´ ohniskova´ rovi-
na kondenzoru) 6×, nastavitelna´ poloha v ose z pro nastavenı´ Ko¨hlerova osveˇtlenı´.
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Obra´zek 27: Fotografie laboratornı´ sestavy CCHM. Tato sestava byla v pru˚beˇhu vy´voje
neˇkolikra´t modifikova´na.
• Deˇlicˇ svazku (BS1): standardnı´ nepolarizujı´cı´ deˇlı´cı´ kostka, rozmeˇry 25,43 mm3, deˇlı´cı´ pomeˇr
50:50.
• Zrcadla (M1, M4, M5): nakla´peˇnı´ ve dvou osa´ch pro mota´zˇnı´ nastavenı´ opticky´ch os obou
veˇtvı´.
• Za´veˇrky: neza´visle polohovatelne´ za´veˇrky obou veˇtvı´, pohon servomotorem.
• Kondenzory (C1, C2): Nikon TI-C-LWD (MEL56200), numericka´ apertura 0,52, pracovnı´
vzda´lenost 30 mm.
• Stolek: posuv ve smeˇrech x, y, z, uchycenı´ pro vzorky (R, Sp) o rozmeˇrech standardnı´ho
podlozˇnı´ho sklı´cˇka (75 mm × 25 mm × 1 mm).
• Objektivy (O1, O2): Nikon CFI60, korigovane´ na nekonecˇnou tubusovou de´lku, O1 na-
stavitelny´ v ose z (zaostrˇenı´ za´meˇrne´ho obrazce v obou veˇtvı´ch), O2 piezopolohova´nı´ pro
uzˇivatelske´ nastavenı´ polohy v osa´ch x, y.
• Tubusove´ cˇocˇky (TL1, TL2): Nikon (MXA20696), ohniskova´ vzda´lenost 200 mm, posuv
v ose z pro monta´zˇnı´ nastavenı´.
• Deˇlicˇe svazku (BS2, BS3): Thorlabs BP145B1, blankovy´ deˇlicˇ, pru˚meˇr 25,4 mm, deˇlı´cı´
pomeˇr 45:55, nakla´peˇnı´ ve dvou osa´ch a posuv v ose z pro mota´zˇnı´ serˇı´zenı´ opticky´ch os
obou veˇtvı´.
• Zrcadlo (M2): nakla´peˇnı´ ve dvou osa´ch pro mota´zˇnı´ serˇı´zenı´ opticke´ osy prˇedmeˇtove´ veˇtve,
posuv v ose z pro uzˇivatelske´ nastavenı´ shodne´ de´lky veˇtvı´.
• Difrakcˇnı´ mrˇı´zˇka (DG): Newport 05RG150-500-1, rozmeˇry 12,5 × 12,5 × 6 mm3, prosto-
rova´ frekvence vrypu˚ 150 mm−1, blejzova´na pro prvnı´ difrakcˇnı´ rˇa´d a vlnovou de´lku 500 nm,
nakla´peˇnı´ ve dvou osa´ch pro mota´zˇnı´ serˇı´zenı´ opticke´ osy referencˇnı´ veˇtve, posuv v ose z pro
zaostrˇenı´ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky na detektor, ota´cˇenı´ kolem osy z pro nastavenı´ orientace vrypu˚
mrˇı´zˇky.
• Vy´stupnı´ objektivy (OL1, OL2): fotograficky´ objektiv Canon EF 35 mm f/2,0, numericka´
apertura cca 0,25, pracovnı´ vzda´lenost 46 mm, zveˇtsˇenı´ cca 4×.
56
• Zrcadla (M3, M6): nakla´peˇnı´ ve dvou osa´ch pro mota´zˇnı´ serˇı´zenı´ opticky´ch os obou veˇtvı´
a pro nastavenı´ vy´stupnı´ho u´hlu β, spolecˇny´ posuv v osa´ch x, z a samostatny´ posuv M6
v ose z.
• Detektor (D): CCD kamera XIMEA MR285MC BH, cˇernobı´la´, 1376 px × 1038 px, velikost
pixelu 6,45 µm, 14-bitova´, dynamicky´ rozsah 70 dB, 12 snı´mku˚/s, chlazena´ Peltierovy´m
cˇla´nkem, rozhranı´ FireWire IEEE1394A.
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3.2 Uzˇivatelske´ serˇı´zenı´ mikroskopu
Nova´ koncepce mikroskopu znacˇneˇ usnadnila uzˇivatelske´ serˇizova´nı´ mikroskopu dı´ky zacˇleneˇnı´
prvku pro nastavenı´ de´lky referencˇnı´ veˇtve (zrcadla M2) a pouzˇitı´ piezoposuvu˚ pro jednoduche´
a prˇesne´ nastavenı´ poloh serˇizovacı´ch prvku˚. Pro u´speˇsˇne´ serˇı´zenı´ mikroskopu je nutne´ mezi
obeˇma veˇtvemi mikroskopu nastavit:
• shodne´ zveˇtsˇenı´ mezi rovinou za´meˇrne´ho obrazce (T) a vy´stupnı´ rovinou (OP),
• shodne´ zaostrˇenı´ roviny za´meˇrne´ho obrazce (T),
• shodnou optickou de´lku,
• shodnou polohu obrazu˚ roviny za´meˇrne´ho obrazce (T) ve vy´stupnı´ rovineˇ OP ve smeˇru
os x a y.
Zarucˇenı´ prˇiblizˇneˇ shodne´ho zveˇtsˇenı´ mezi rovinou za´meˇrne´ho obrazce a vy´stupnı´ rovinou
bylo prˇedpokla´da´no dı´ky pouzˇitı´ stejny´ch opticky´ch komponent v obou veˇtvı´ch. Pro zajisˇteˇnı´
ostatnı´ch uvedeny´ch podmı´nek byly vyvinuty dva automatizovatelne´ postupy: hrube´ serˇı´zenı´
a jemne´ serˇı´zenı´. Hrube´ serˇı´zenı´ je vhodne´ pro nastavenı´ mikroskopu po vy´meˇneˇ objektivu˚ nebo
v prˇı´padeˇ silne´ho rozladeˇnı´, kdy ve vy´stupnı´ rovineˇ nevznika´ interferencˇnı´ struktura. Prova´dı´
se na pra´zdno (bez zalozˇene´ho vzorku). Neˇktere´ kroky tohoto postupu jsou v soucˇasne´ dobeˇ
jizˇ automatizova´ny. Jemne´ serˇı´zenı´ je vhodne´ pro nastavenı´ mikroskopu po zapnutı´, poprˇ. po
vlozˇenı´ vzorku.
3.2.1 Hrube´ serˇı´zenı´
1. zasunutı´ za´meˇrne´ho obrazce (T) do osveˇtlovacı´ho svazku v rovineˇ konjugovane´ s vy´stupnı´
rovinou (za´kladnı´m prˇedpokladem je, zˇe se obraz za´meˇrne´ho obrazce vytvorˇı´ v obou
veˇtvı´ch mikroskopu v zorne´m poli detektoru (D)),
2. zavrˇenı´ za´veˇrky prˇedmeˇtove´ veˇtve, otevrˇenı´ za´veˇrky referencˇnı´ veˇtve,
3. zaostrˇenı´ za´meˇrne´ho obrazce na detektoru posuvem za´meˇrne´ho obrazce pode´l opticke´
osy,
4. zavrˇenı´ za´veˇrky referencˇnı´ veˇtve, otevrˇenı´ za´veˇrky prˇedmeˇtove´ veˇtve,
5. zaostrˇenı´ za´meˇrne´ho obrazce na detektoru posuvem prˇedmeˇtove´ho objektivu (O1),
6. snı´mek za´meˇrne´ho obrazce prˇes prˇedmeˇtovou veˇtev a vyhodnocenı´ polohy strˇedu obrazce,
7. zavrˇenı´ za´veˇrky prˇedmeˇtove´ veˇtve, otevrˇenı´ za´veˇrky referencˇnı´ veˇtve,
8. snı´mek za´meˇrne´ho obrazce prˇes referencˇnı´ veˇtev a vyhodnocenı´ polohy strˇedu obrazce,
9. otevrˇenı´ za´veˇrky prˇedmeˇtove´ veˇtve,
10. vyhodnocenı´ vzda´lenosti strˇedu˚ obrazcu˚ a posuv referencˇnı´ho objektivu (O2) o odpovı´da-
jı´cı´ vzda´lenost (pomocı´ piezoposuvu),
11. nastavenı´ stejne´ de´lky veˇtvı´ posuvem zrcadla M4 pode´l opticke´ osy, dokud na detektoru
nevzniknou kontrastnı´ interferencˇnı´ prouzˇky.
Kroky 2, 3 a 5 lze vynechat, pokud se nejedna´ o serˇı´zenı´ z du˚vodu vy´meˇny objektivu.
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3.2.2 Jemne´ serˇı´zenı´
Prˇi jemne´m serˇı´zenı´ je zpeˇtnou vazbou prˇi obou krocı´ch postupu kontrast interferencˇnı´ch prou-
zˇku˚. Kontrast vyhodnocujeme sledova´nı´m rekonstruovane´ amplitudy a snazˇı´me se docı´lit co
nejvysˇsˇı´ch hodnot amplitudy a za´rovenˇ co nejrovnomeˇrneˇjsˇı´ho rozlozˇenı´ teˇchto hodnot v cele´m
zorne´m poli.
1. nastavenı´ shodne´ de´lky veˇtvı´ jemny´m posuvem zrcadla M4 pode´l opticke´ osy,
2. posuv referencˇnı´ho objektivu (O2) v osa´ch x, y pomocı´ piezoposuvu (vhodny´ krok
1–0,5 µm).
Automatizace teˇchto postupu˚ je prˇedmeˇtem dizertacˇnı´ pra´ce Ing. Zbynˇka Dosta´la.
60
4 Experimenta´lnı´ oveˇrˇenı´ parametru˚
V te´to kapitole jsou uvedeny vy´sledky experimentu˚ oveˇrˇujı´cı´ch zobrazovacı´ parametry labo-
ratornı´ sestavy mikroskopu navrzˇene´ podle kap. 2 a 3. Pro zjednodusˇenı´ popisu experimentu˚
je v na´sledujı´cı´ch podkapitola´ch uvedeno vzˇdy pouze zveˇtsˇenı´ a hodnota numericke´ apertury
pouzˇity´ch objektivu˚. Prˇesne´ oznacˇenı´ vsˇech objektivu˚ pouzˇity´ch v te´to kapitole uva´dı´ na´sledujı´cı´
vy´cˇet:
• Nikon CFI Plan 4×, NA 0,1, WD 30 mm,
• Nikon CFI Plan 10×, NA 0,25, WD 10,5 mm,
• Nikon CFI Plan Fluor 10×, NA 0,3, WD 16 mm,
• Nikon CFI Plan Apo Lambda 40×, NA 0,95, WD 0,25–0,16 mm.
4.1 Parametry koherence sveˇtla
Acˇkoliv CCHM umozˇnˇuje vyuzˇitı´ osveˇtlenı´ s libovolny´m stupneˇm koherence, nejcˇasteˇji je
vyuzˇı´va´no nı´zkokoherentnı´ osveˇtlenı´, ktere´ prˇina´sˇı´ rˇadu jizˇ zminˇovany´ch vy´hodny´ch zobrazo-
vacı´ch vlastnostı´. V te´to kapitole jsme se proto zameˇrˇili na meˇrˇenı´ nejnizˇsˇı´ dosazˇitelne´ mı´ry
koherence, kterou lze v experimenta´lnı´ sestaveˇ dosa´hnout. Mı´ru koherence sveˇtla osveˇtlujı´cı´ho
vzorek lze kvantifikovat koherencˇnı´ sˇı´rˇkou a koherencˇnı´ de´lkou.
Koherencˇnı´ sˇı´rˇku dw lze vyja´drˇit jako pru˚meˇr kruhove´ te´meˇrˇ koherentneˇ osveˇtlene´ oblasti,
prˇicˇemzˇ velikost pru˚meˇru te´to oblasti je da´na polosˇı´rˇkou funkce vza´jemne´ intenzity. Z rovnice
te´to funkce [127, str. 575] lze pro polosˇı´rˇku odvodit vztah dw = 0,7λ0/ρ, kde λ0 je centra´lnı´ vl-
nova´ de´lka spektra´lnı´ funkce sveˇtla a ρ je u´hlovy´ polomeˇr tercia´rnı´ho obrazu zdroje ve vy´stupnı´
rovineˇ OP. Koherencˇnı´ de´lku dl lze dle [127, str. 356] vyja´drˇit jako dl = λ20/∆λ0, kde ∆λ0
je polosˇı´rˇka spektra´lnı´ funkce. Pro parametry rea´lne´ sestavy (ρ ≈ 0,0063 rad, λ0 ≈ 570 nm,
∆λ0 ≈ 150 nm) dosta´va´me teoreticke´ hodnoty koherencˇnı´ sˇı´rˇky dw ≈ 63 µm (ve vy´stupnı´ rovineˇ
OP) a koherencˇnı´ de´lky dl ≈ 2,2 µm.
Experimenta´lnı´ meˇrˇenı´ teˇchto parametru˚ bylo provedeno za pouzˇitı´ bı´le´ho nefiltrovane´ho
sveˇtla halogenove´ zˇa´rovky a zdroje o pru˚meˇru 5 mm. Byly pouzˇity objektivy 10×/0,25. Nejprve
byla experimenta´lneˇ stanovena koherencˇnı´ sˇı´rˇka. Objektiv O2 v referencˇnı´ veˇtvi byl umı´steˇn
na dvouosy´ piezoposuv v osa´ch x a y. Pomocı´ tohoto prvku byl postupneˇ posouva´n obraz
vytva´rˇeny´ objektivem O2 ve vy´stupnı´ rovineˇ vu˚cˇi obrazu vytvorˇene´mu prˇedmeˇtovy´m objek-
tivem O1. Tento proces byl proveden vzˇdy pro posuv pouze v jedne´ ose a soucˇasneˇ byly pro
kazˇdou polohu posuvu zaznamena´va´ny hologramy. Na´sledneˇ byla vyhodnocena strˇednı´ hodnota
rekonstruovane´ amplitudy z male´ oblasti (5 px × 5 px) v centra´lnı´ cˇa´sti zorne´ho pole. Hodnoty
byly normalizova´ny a vyneseny do grafu na obr. 29a. Z grafu byla koherencˇnı´ sˇı´rˇka odecˇtena
jako polosˇı´rˇka nameˇrˇeny´ch funkcı´ vza´jemne´ intenzity, cˇı´mzˇ byly zı´ska´ny hodnoty koherencˇnı´
sˇı´rˇky dw,x = 91 µm ve smeˇru osy x a dw,y = 76 µm ve smeˇru osy y.
Experimenta´lnı´ meˇrˇenı´ koherencˇnı´ de´lky probeˇhlo s vyuzˇitı´m jednoose´ho piezoposuvu pro
polohova´nı´ zrcadla M2 pode´l opticke´ osy. Tı´mto zpu˚sobem byl postupneˇ nastavova´n rozdı´l
opticky´ch drah dOPD mezi prˇedmeˇtovou a referencˇnı´ veˇtvı´ a opeˇt byl pro kazˇdou polohu zazna-
mena´n hologram. Byla vyhodnocena strˇednı´ hodnota rekonstruovane´ amplitudy a vynesena do
grafu na obr. 29b v za´vislosti na dOPD. Z grafu byla koherencˇnı´ de´lka odecˇtena jako polosˇı´rˇka
nameˇrˇene´ funkce vza´jemne´ koherence, dl = 4 µm.
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Obra´zek 29: (a) Za´vislost normalizovane´ amplitudy na velikosti prˇı´cˇne´ho posuvu dOP v osa´ch x
a y obrazu vytvorˇene´ho ve vy´stupnı´ rovineˇ referencˇnı´ veˇtvı´. (b) Za´vislost normalizovane´ ampli-
tudy na rozdı´lu opticky´ch drah dOPD.
Nameˇrˇene´ hodnoty koherencˇnı´ sˇı´rˇky i de´lky jsou vysˇsˇı´ ve srovna´nı´ s ocˇeka´vany´mi teo-
reticky´mi hodnotami. Mu˚zˇe se jednat o vliv zvysˇova´nı´ koherence beˇhem zobrazovacı´ho pro-
cesu [127, kap. 10.6], tvaru spektra ovlivneˇne´ho v referencˇnı´ veˇtvi reflexnı´ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou
(viz kap. 4.6), poprˇ. mu˚zˇe mı´t vliv skutecˇnost, zˇe paprsky s ru˚zny´mi vlnovy´mi de´lkami procha´zı´
v referencˇnı´ veˇtvi vlivem disperze na difrakcˇnı´ mrˇı´zˇce rozdı´lny´mi oblastmi vy´stupnı´ho objek-
tivu.
Nameˇrˇene´ hodnoty prˇesto ukazujı´ velmi nı´zkou mı´ru koherence, kterou CCHM umozˇnˇuje
vyuzˇı´t pro kvantitativnı´ fa´zove´ zobrazova´nı´.
4.2 Vliv koherence sveˇtla na kvalitu zobrazenı´
Jak jizˇ bylo uvedeno v kap. 2.3, stupenˇ koherence osveˇtlenı´ v CCHM ma´ vy´znamny´ vliv na
zobrazovacı´ vlastnosti mikroskopu. Pro demonstraci tohoto vlivu byl navrzˇen jednoduchy´ expe-
riment porovna´vajı´cı´ zobrazenı´ vzorku v prostoroveˇ i cˇasoveˇ vysoce koherentnı´m osveˇtlenı´ la-
seru (HeNe, 633 nm) a v osveˇtlenı´ s vy´znamneˇ redukovanou koherencı´ (plosˇny´ zdroj o pru˚meˇru
5 mm, bı´le´ sveˇtlo filtrovane´ interferencˇnı´m filtrem o strˇednı´ vlnove´ de´lce 650 nm a polosˇı´rˇce
10 nm).
Nejprve byl jako vzorek pouzˇit rozlisˇovacı´ test. Ze zı´skany´ch snı´mku˚ (obr. 30) je patrne´ silne´
potlacˇenı´ koherencˇnı´ho sˇumu a parazitnı´ch interferencı´ v prˇı´padeˇ nı´zkokoherentnı´ho osveˇtlenı´.
Take´ lze zaznamenat lepsˇı´ prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´ nezˇ v prˇı´padeˇ vysoce koherentnı´ho osveˇtlenı´ (viz
zveˇtsˇene´ vy´rˇezy v obr. 30). Porovna´nı´ prˇı´cˇne´ho rozlisˇenı´ je vsˇak pouze prˇiblizˇne´, nebot’ prˇi
porˇı´zenı´ teˇchto snı´mku˚ byly pouzˇity mı´rneˇ rozdı´lne´ vlnove´ de´lky (650 nm vs. 633 nm).
V druhe´m prˇı´padeˇ byl jako vzorek zobrazen povrch matnice obsahujı´cı´ sˇiroke´ spektrum
prostorovy´ch frekvencı´. Vy´sledky uva´dı´ obr. 31. Ze zaznamenany´ch hologramu˚ byl vypocˇı´ta´n
modul spektra prostorovy´ch frekvencı´ a do obra´zku spektra byly doplneˇny kruzˇnice vyznacˇujı´cı´
prˇedpokla´dane´ pru˚meˇry oblastı´ jednotlivy´ch cˇlenu˚ spektra prostorovy´ch frekvencı´ hologramu
(srov. s obr. 7) pro rea´lne´ parametry experimentu. Vy´sledky ukazujı´ dobrou shodu s prˇedpokla´-
dany´mi pru˚meˇry spektra obrazovy´ch cˇlenu˚. Znatelne´ jsou take´ rozdı´lne´ pru˚beˇhy profilu˚ spekter
obrazovy´ch cˇlenu˚ odpovı´dajı´cı´ modulu 2D koherentnı´ funkce prˇenosu. Zatı´mco v prˇı´padeˇ nı´zke´
prostorove´ koherence profil naby´va´ prˇiblizˇneˇ troju´helnı´kovy´ tvar, v prˇı´padeˇ vysoke´ koherence
dosta´va´me obde´lnı´kovy´ profil obrazove´ho spektra [109, str. 300]. Prˇi prostoroveˇ nekoherentnı´m
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osveˇtlenı´ je tedy mozˇne´ dosa´hnout azˇ dvakra´t lepsˇı´ prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´ nezˇ v prˇı´padeˇ prostoroveˇ
koherentnı´ho osveˇtlenı´, avsˇak mnozˇstvı´ nejvysˇsˇı´ch prˇeneseny´ch prostorovy´ch frekvencı´ se blı´zˇı´
k nule.
a) b)
Obra´zek 30: Zobrazenı´ rozlisˇovacı´ho testu (a) v osveˇtlenı´ s vy´znamneˇ redukovanou koherencı´
(plosˇny´ zdroj o pru˚meˇru 5 mm, bı´le´ sveˇtlo filtrovane´ interferencˇnı´m filtrem o strˇednı´ vlnove´
de´lce 650 nm a polosˇı´rˇce 10 nm), (b) v prostoroveˇ i cˇasoveˇ vysoce koherentnı´m osveˇtlenı´ (HeNe
laser, 633 nm). Objektivy 10×/0,25.
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a) b)
Obra´zek 31: Zobrazenı´ povrchu matnice (a) v osveˇtlenı´ s vy´znamneˇ redukovanou koherencı´
(plosˇny´ zdroj o pru˚meˇru 5 mm, bı´le´ sveˇtlo filtrovane´ interferencˇnı´m filtrem o strˇednı´ vlnove´
de´lce 650 nm a polosˇı´rˇce 10 nm), (b) v prostoroveˇ i cˇasoveˇ vysoce koherentnı´m osveˇtlenı´
(HeNe laser, 633 nm). V hornı´m rˇa´dku jsou vy´rˇezy z porˇı´zeny´ch hologramu˚ (754 px × 754 px),
spodnı´ rˇa´dek uva´dı´ logaritmus modulu spektra prostorovy´ch frekvencı´ hologramu (pru˚meˇr ze
30 snı´mku˚). Kruzˇnice vyznacˇujı´ prˇedpokla´dane´ pru˚meˇry oblastı´ jednotlivy´ch cˇlenu˚ spektra. Ob-
jektivy 10×/0,25.
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4.3 Prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´
Pro oveˇrˇenı´ prˇı´cˇne´ho rozlisˇenı´ mikroskopu byl navrzˇen a vyroben rozlisˇovacı´ test (viz Doda-
tek B). Zobrazenı´ cˇa´rovy´ch struktur rozlisˇovacı´ho testu pomocı´ CCHM bylo porovna´no se
zobrazenı´m ve sveˇtle´m poli (snı´mek porˇı´zeny´ prˇi zavrˇene´ za´veˇrce referencˇnı´ veˇtve CCHM).
Testova´ny byly objektivy 4×/0,1, 10×/0,3 a 40×/0,95 s kondenzorem o numericke´ aperturˇe
NAC = 0,52 a osveˇtlenı´m o strˇednı´ vlnove´ de´lce λ = 650 nm. V prˇı´padeˇ objektivu 40×/0,95
bylo tedy prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´ limitova´no numerickou aperturou kondenzoru. Pro testova´nı´ objek-
tivu˚ 10× a 40× byl rozlisˇovacı´ test opatrˇen krycı´m sklı´cˇkem o tlousˇt’ce 0,17 mm. Zı´skane´ snı´mky
jsou uvedeny na obr. 32.
U objektivu˚ 4× a 10× se zobrazenı´ ve sveˇtle´m poli i v rekonstruovane´ amplitudeˇ blı´zˇı´ te-
oreticke´mu limitu prˇı´cˇne´ho rozlisˇenı´ dane´mu strukturami cˇ. 11 resp. 21. V prˇı´padeˇ objektivu
10× je vsˇak patrne´ mı´rne´ zhorsˇenı´ dosazˇene´ho prˇı´cˇne´ho rozlisˇenı´ v rekonstruovane´ amplitudeˇ
(viz zobrazenı´ nejjemneˇjsˇı´ch struktur). Zobrazenı´ objektivem 40× se neblı´zˇı´ teoreticke´mu li-
mitu rozlisˇenı´ (struktura cˇ. 30) ani v prˇı´padeˇ sveˇtle´ho pole, cozˇ mu˚zˇe by´t zpu˚sobeno neprˇesny´m
nastavenı´m korekce tlousˇt’ky krycı´ho sklı´cˇka, poprˇ. aberacemi samotne´ho objektivu. Da´le je
patrne´, zˇe i u tohoto objektivu je dosazˇeno horsˇı´ prˇı´cˇne´ rozlisˇenı´ v rekonstruovane´ amplitudeˇ
nezˇ ve sveˇtle´m poli. Tento proble´m mu˚zˇe by´t zpu˚soben omezenı´m u´cˇinne´ plochy zdroje v op-
ticke´ soustaveˇ referencˇnı´ veˇtve mikroskopu (mechanikou), nebo rozdı´lny´m zaostrˇenı´m mikro-
skopovy´ch objektivu˚ vu˚cˇi spolecˇne´ vy´stupnı´ rovineˇ OP. Prˇı´cˇinu bude nutne´ da´le prozkoumat.
Světlé pole Amplituda
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Obra´zek 32: Snı´mky rozlisˇovacı´ho testu ve sveˇtle´m poli (prvnı´ sloupec) a v rekonstruovane´
amplitudeˇ CCHM (druhy´ sloupec). Popisky rˇa´dku˚ odpovı´dajı´ pouzˇite´mu objektivu.
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4.4 Citlivost detekce fa´ze
Pro stanovenı´ citlivosti detekce fa´ze byly zvoleny dva postupy. V obou prˇı´padech bylo snı´ma´no
pra´zdne´ zorne´ pole bez vzorku a se´rie snı´mku˚ byly porˇizova´ny z du˚vodu eliminace proudeˇnı´
vzduchu a teplotnı´ch nestabilit v co nejkratsˇı´m cˇasove´m intervalu. Ze stejne´ho du˚vodu byla take´
cela´ sestava mikroskopu improvizovaneˇ zakrytova´na. Pro porovna´nı´ bylo pouzˇito osveˇtlenı´ bez
spektra´lnı´ filtrace (bı´le´ sveˇtlo) a na´sledneˇ s interferencˇnı´m filtrem (550 nm, polosˇı´rˇka 10 nm).
Da´le byla nastavena nejvysˇsˇı´ mozˇna´ intenzita osveˇtlenı´ (eliminace vy´strˇelove´ho sˇumu) a v prˇı´-
padeˇ osveˇtlenı´ s interferencˇnı´m filtrem byla zvolena vlnova´ de´lka 550 nm z du˚vodu nejvysˇsˇı´
citlivosti detektoru v te´to spektra´lnı´ oblasti. Cˇip detektoru byl chlazen Peltierovy´m cˇla´nkem na
10◦C (eliminace terma´lnı´ho sˇumu detektoru). Citlivost detekce fa´ze byla obdobneˇ jako v kap.
2.10.2 charakterizova´na pomocı´ smeˇrodatny´ch odchylek rekonstruovane´ fa´ze σϕ.
Prvnı´ postup je popsa´n naprˇ. v [129]. Ze se´rie hologramu˚ je nejprve pru˚meˇrova´nı´m snı´mku˚
nava´zane´ fa´ze zı´ska´na referencˇnı´ fa´zova´ plocha, u ktere´ lze prˇedpokla´dat potlacˇenı´ sˇumu na
nevy´znamnou u´rovenˇ (mı´ra potlacˇenı´ sˇumu za´visı´ na pocˇtu pru˚meˇrovany´ch snı´mku˚). Tato re-
ferencˇnı´ plocha je na´sledneˇ odecˇı´ta´na od jednotlivy´ch porˇı´zeny´ch snı´mku˚ nava´zane´ fa´ze. Tı´m
je v kazˇde´m snı´mku odstraneˇn konstantnı´ fa´zovy´ prˇı´speˇvek vznikajı´cı´ naprˇ. vadami opticky´ch
cˇlenu˚ nebo rekonstrukcˇnı´m algoritmem a zı´ska´va´me pouze cˇasoveˇ promeˇnnou slozˇku tvorˇenou
sˇumem. Pro kazˇdy´ snı´mek fa´ze v se´rii upraveny´ tı´mto zpu˚sobem nakonec vypocˇteme hod-
notu smeˇrodatne´ odchylky σϕ (z cele´ plochy snı´mku). Tı´mto zpu˚sobem byly zpracova´ny se´rie
100 snı´mku˚. Od kazˇde´ho snı´mku nava´zane´ fa´ze byla prˇed samotny´m vy´pocˇtem σϕ odecˇı´ta´na
strˇednı´ hodnota nava´zane´ fa´ze (vypocˇı´tana´ z cele´ plochy snı´mku), cˇı´mzˇ byly eliminova´ny zbyt-
kove´ fluktuace vzduchu tvorˇı´cı´ cˇasoveˇ promeˇnne´, avsˇak v cele´m snı´mku konstantnı´, fa´zove´
prˇı´speˇvky. Vy´sledny´ soubor hodnot σϕ byl zpracova´n formou histogramu˚ cˇetnostı´ (obr. 33).
Z histogramu˚ lze odecˇı´st, zˇe v prˇı´padeˇ spektra´lneˇ filtrovane´ho osveˇtlenı´ dosahuje citlivost de-
tekce fa´ze nejcˇasteˇji hodnot σ̂ϕ = 0,0038 rad a v prˇı´padeˇ osveˇtlenı´ bez spektra´lnı´ filtrace
σ̂ϕ = 0,0104 rad. Tyto hodnoty byly zı´ska´ny jako modus nameˇrˇene´ho souboru hodnot σϕ.
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Obra´zek 33: Histogramy cˇetnostı´ smeˇrodatny´ch odchylek σϕ v prˇı´padeˇ osveˇtlenı´ (a) s interfe-
rencˇnı´m filtrem (550 nm, polosˇı´rˇka 10 nm) a (b) v bı´le´m sveˇtle.
Druhy´ postup pouzˇity´ pro stanovenı´ citlivosti detekce fa´ze je zalozˇen na vy´pocˇtu σϕ zvla´sˇt’
pro kazˇdy´ pixel rekonstruovane´ a nava´zane´ fa´ze. V kazˇde´m pixelu jsou sledova´ny cˇasove´ zmeˇny
hodnot nava´zane´ fa´ze v ra´mci nasnı´mane´ se´rie a z teˇchto hodnot je na´sledneˇ vypocˇtena hod-
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nota σϕ pro dany´ pixel. Kazˇdy´ snı´mek nava´zane´ fa´ze byl opeˇt prˇed samotny´m vy´pocˇtem kori-
gova´n odecˇtenı´m strˇednı´ hodnoty vypocˇtene´ z cele´ho snı´mku nava´zane´ fa´ze za u´cˇelem elimi-
nace zbytkovy´ch fluktuacı´ vzduchu. Zpracova´ny byly stejne´ se´rie 100 snı´mku˚ jako v prˇı´padeˇ
prvnı´ho postupu. Tı´mto zpu˚sobem byly zı´ska´ny mapy hodnot σϕ (obr. 34) poskytujı´cı´ infor-
maci o dosazˇene´ citlivosti detekce fa´ze v libovolne´m bodeˇ zorne´ho pole. Z teˇchto map byly opeˇt
vypocˇı´ta´ny histogramy cˇetnostı´ (obr. 35). Z histogramu˚ lze stejny´m zpu˚sobem jako v prvnı´m
postupu odecˇı´st, zˇe citlivost detekce fa´ze dosahuje v prˇı´padeˇ spektra´lneˇ filtrovane´ho osveˇtlenı´
hodnot σ̂ϕ = 0,0035 rad a v prˇı´padeˇ osveˇtlenı´ bez spektra´lnı´ filtrace dosta´va´me σ̂ϕ = 0,0094 rad.
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Obra´zek 34: Mapy smeˇrodatny´ch odchylek σϕ v prˇı´padeˇ osveˇtlenı´ (a) s interferencˇnı´m filtrem
(550 nm, polosˇı´rˇka 10 nm) a (b) v bı´le´m sveˇtle.
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Obra´zek 35: Histogramy cˇetnostı´ smeˇrodatny´ch odchylek σϕ v prˇı´padeˇ osveˇtlenı´ (a) s interfe-
rencˇnı´m filtrem (550 nm, polosˇı´rˇka 10 nm) a (b) v bı´le´m sveˇtle.
Oba postupy poskytujı´ srovnatelne´ vy´sledky, prˇicˇemzˇ vy´hodou druhe´ho postupu je infor-
mace o dosazˇene´ citlivosti detekce fa´ze v libovolne´m bodeˇ zorne´ho pole. Prˇi pouzˇitı´ inter-
ferencˇnı´ho filtru 550 nm (s polosˇı´rˇkou 10 nm) dosahuje CCHM zhruba 2,7× lepsˇı´ citlivosti
detekce fa´ze nezˇ prˇi osveˇtlenı´ nefiltrovany´m bı´ly´m sveˇtlem (tj. s nizˇsˇı´m stupneˇm cˇasove´ kohe-
rence), prˇicˇemzˇ v prˇı´padeˇ pouzˇitı´ interferencˇnı´ho filtru se dosahovana´ hodnota σ̂ϕ blı´zˇı´ teore-
ticke´ hodnoteˇ stanovene´ v kap. 2.10.6 (0,003 rad). V modelove´m prˇı´padeˇ, kdy rozdı´l indexu˚
lomu vzorku a prostrˇedı´ ∆n = 0,5, lze dosazˇene´ hodnoty prˇepocˇı´tat podle (30) na rea´lnou vy´sˇku
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σ̂hϕ ≈ 0,6 nm prˇi pouzˇitı´ interferencˇnı´ho filtru 550 nm a σ̂hϕ ≈ 1,7 nm v prˇı´padeˇ osveˇtlenı´
bı´ly´m sveˇtlem. Horsˇı´ citlivost detekce fa´ze dosahovana´ v prˇı´padeˇ osveˇtlenı´ bı´ly´m sveˇtlem je
pravdeˇpodobneˇ zpu˚sobena neprˇesnostı´ v nastavenı´ vy´stupnı´ho u´hlu β, cozˇ vede k porusˇenı´
achromaticˇnosti mikroskopu a tedy ke snı´zˇenı´ kontrastu interferencˇnı´ch prouzˇku˚ (viz kap. 2.4).
Tento vliv se vy´razneˇji projevı´ pra´veˇ v prˇı´padeˇ spektra´lneˇ sˇirsˇı´ho osveˇtlenı´. Ze zı´skany´ch hod-
not lze soudit, zˇe celkova´ citlivost detekce fa´ze nenı´ vy´znamneˇ omezena kvantizacˇnı´m sˇumem,
nebot’ byl pouzˇit detektor s bitovou hloubkou b = 14, prˇicˇemzˇ hologram vyuzˇı´val nejme´neˇ
25 % dynamicke´ho rozsahu detektoru. Dosahovanou citlivost detekce fa´ze lze da´le zlepsˇit
pru˚meˇrova´nı´m snı´mku˚, naprˇ. pru˚meˇrova´nı´m 10 snı´mku˚ lze dosa´hnout prˇiblizˇneˇ 3× nizˇsˇı´ch hod-
not σϕ. Take´ lze prˇedpokla´dat dosazˇenı´ lepsˇı´ch vy´sledku˚ v prˇı´padeˇ kompaktneˇjsˇı´, robustneˇjsˇı´
a uzavrˇene´ konstrukce mikroskopu.
4.5 Koherencˇnı´ bra´na
Dı´ky pouzˇitı´ prostoroveˇ a cˇasoveˇ nekoherentnı´ho zdroje osveˇtlenı´ lze v CCHM vyuzˇı´t tzv. efekt
koherencˇnı´ bra´ny [22]. Tento efekt umozˇnˇuje potlacˇit prˇı´speˇvek sveˇtla rozpty´lene´ho mimo ro-
vinu zaostrˇenı´ omezenı´m interference nebalisticky´ch fotonu˚. Efekt koherencˇnı´ bra´ny byl jizˇ
proka´za´n jak v prˇı´padeˇ usporˇa´da´nı´ CCHM pro odrazˇene´ sveˇtlo [106], kde umozˇnˇuje vytva´rˇenı´
opticky´ch rˇezu˚ konfoka´lnı´ho charakteru, tak i ve sveˇtle procha´zejı´cı´m [114], kde umozˇnˇuje
prˇedevsˇı´m potlacˇenı´ vlivu rozptylne´ho prostrˇedı´ prˇi pozorova´nı´ objektu˚ ponorˇeny´ch v roz-
ptylne´m prostrˇedı´.
K oveˇrˇenı´ te´to schopnosti u nove´ koncepce CCHM byl proveden jednoduchy´ experiment,
prˇi ktere´m byl pozorova´n amplitudovy´ vzorek (nepru˚svitna´ Cu fo´lie s cˇtvercovy´mi otvory)
prˇekryty´ silneˇ rozptylujı´cı´ vrstvou – matnicı´ (D). Matnice rozptyluje sveˇtlo v prˇedmeˇtove´ veˇtvi
do ru˚zny´ch smeˇru˚ a ve vy´stupnı´ rovineˇ tak prˇedmeˇtova´ veˇtev vytva´rˇı´ mnozˇstvı´ vza´jemneˇ prˇes
sebe prˇekryty´ch obrazu˚ pozorovane´ho vzorku. Referencˇnı´ veˇtev pak dı´ky nı´zke´ koherenci osveˇt-
lenı´ pu˚sobı´ jako filtr vybı´rajı´cı´ vzˇdy pouze jediny´ obraz vytvorˇeny´ prˇedmeˇtovou veˇtvı´ ve vy´-
stupnı´ rovineˇ, ktery´ jako jediny´ prˇispı´va´ k holograficke´mu zobrazenı´. Pro porovna´nı´ bylo kromeˇ
hologramu˚ snı´ma´no take´ zobrazenı´ ve sveˇtle´m poli, ktere´ho lze v CCHM dosa´hnout uzavrˇenı´m
za´veˇrky referencˇnı´ veˇtve. Pozorova´nı´ bylo provedeno s objektivy 10×/0,25 prˇi osveˇtlenı´ plosˇny´m
zdrojem bı´le´ho sveˇtla s interferencˇnı´m filtrem o strˇednı´ vlnove´ de´lce 650 nm a polosˇı´rˇce 10 nm
(tj. prˇi nı´zke´m stupni prostorove´ i cˇasove´ koherence osveˇtlenı´). Z porˇı´zeny´ch snı´mku˚ (obr. 36) je
patrne´, zˇe zobrazenı´ ve sveˇtle´m poli (obr. 36b) je rozptylujı´cı´m prostrˇedı´m zcela znehodnoceno,
zatı´mco holograficke´ zobrazenı´ (amplituda a fa´ze, obr. 36c, d) je zachova´no. V prˇı´padeˇ hologra-
ficke´ho zobrazenı´ docha´zı´ pouze ke zhorsˇenı´ pomeˇru signa´l/sˇum, nebot’ ke tvorbeˇ vy´sledne´ho
hologramu prˇispı´va´ sveˇtlo balisticke´, zatı´mco sveˇtlo rozpty´lene´ neinterferuje a vytva´rˇı´ rovno-
meˇrneˇ osveˇtlene´ pozadı´. Amplituda i fa´ze na obr. 36 byly rekonstruova´ny z jedine´ho snı´mku
hologramu s na´sledny´m odecˇtenı´m pru˚meˇrovane´ho snı´mku z referencˇnı´ veˇtve (eliminace vlivu
necˇistot na difrakcˇnı´ mrˇı´zˇce). Experimenta´lnı´ data nameˇrˇil Ing. Martin Losˇt’a´k (U´FI FSI VUT),
autor provedl zpracova´nı´ snı´mku˚.
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Prˇedmeˇtova´ veˇtev
C1 Sp D O1
a)
b) c) d)
Obra´zek 36: (a) Ilustrace situace v prˇedmeˇtove´ veˇtvi s matnicı´ (D) umı´steˇnou mezi objektiv (O1)
a pozorovany´ vzorek (Sp). Zobrazenı´ amplitudove´ho vzorku prˇes silneˇ rozptylujı´cı´ prostrˇedı´
v CCHM s nekoherentnı´m osveˇtlenı´m: (b) sveˇtle´ pole, (c) rekonstruovana´ amplituda, (d) rekon-
struovana´ fa´ze. Objektivy 10×/0,25, osveˇtlenı´ s interferencˇnı´m filtrem o strˇednı´ vlnove´ de´lce
650 nm a polosˇı´rˇce 10 nm.
4.6 Spektra´lnı´ propustnost
Pomocı´ spektrometru Ocean Optics SD2000 byla ve vy´stupnı´ rovineˇ mikroskopu meˇrˇena spek-
tra´lnı´ intenzita sveˇtla z halogenove´ zˇa´rovky po pru˚chodu prˇedmeˇtovou (krˇivka sO) a referencˇnı´
(krˇivka sR) veˇtvı´. Z nameˇrˇeny´ch hodnot (obr. 37) je zrˇejme´, zˇe spektra´lnı´ propustnosti prˇedmeˇ-
tove´ a referencˇnı´ veˇtve nejsou na okrajı´ch spektra vy´znamneˇ omezeny, krˇivka sR vsˇak vykazuje
vy´razne´ zmeˇny intenzity. Jedna´ se zrˇejmeˇ o neˇkterou z tzv. Woodovy´ch anoma´liı´ [137, str. 127],
ktere´ se vy´znamneˇ projevujı´ prˇedevsˇı´m prˇi S-polarizaci sveˇtla dopadajı´cı´ho na difrakcˇnı´ mrˇı´zˇku.
Vznik teˇchto anoma´liı´ mu˚zˇe souviset s materia´lem odrazne´ vrstvy mrˇı´zˇky a tvarem vrypu˚.
Silna´ za´vislost tvaru krˇivky sR na polarizaci dopadajı´cı´ho sveˇtla je dolozˇena na obr. 38, kde
je zobrazena spektra´lnı´ intenzita po pru˚chodu referencˇnı´ veˇtvı´ prˇi P-polarizaci (krˇivka sR,P)
a S-polarizaci (krˇivka sR,S) dopadajı´cı´ho sveˇtla. Tento efekt mu˚zˇe negativnı´m zpu˚sobem ovliv-
nˇovat kontrast interferencˇnı´ch prouzˇku˚, nebot’ paprsky z prˇedmeˇtove´ a referencˇnı´ veˇtve interfe-
rujı´cı´ ve vy´stupnı´ rovineˇ mikroskopu nedosahujı´ na neˇktery´ch vlnovy´ch de´lka´ch srovnatelny´ch
hodnot amplitudy. Na za´kladeˇ tohoto zjisˇteˇnı´ bylo opticke´ usporˇa´da´nı´ prototypu mikroskopu
vyvı´jene´ho ve spolupra´ci s firmou TESCAN ORSAY HOLDING, a.s. upraveno pro pouzˇitı´
transmisnı´ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky, nebot’ u transmisnı´ch mrˇı´zˇek tyto anoma´lie nevznikajı´ (nevyuzˇı´vajı´
tenke´ kovove´ vrstvy). Da´le si lze vsˇimnout celkoveˇ nizˇsˇı´ intenzity v referencˇnı´ veˇtvi, ktera´ je
zpu˚sobena distribucı´ sveˇtla dopadajı´cı´ho na mrˇı´zˇku do vsˇech difrakcˇnı´ch rˇa´du˚ (prˇicˇemzˇ CCHM
pro zobrazenı´ vyuzˇı´va´ pouze prvnı´ difrakcˇnı´ rˇa´d).
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Obra´zek 37: sH – spektrum halogenove´ zˇa´rovky, sO – spektra´lnı´ intenzita halogenove´ zˇa´rovky
po pru˚chodu prˇedmeˇtovou veˇtvı´, sR – spektra´lnı´ intenzita halogenove´ zˇa´rovky po pru˚chodu
referencˇnı´ veˇtvı´. Krˇivky sH a sO jsou normova´ny, u sR byl zachova´n pomeˇr intenzity vu˚cˇi sO.
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Obra´zek 38: sR,P – spektra´lnı´ intenzita halogenove´ zˇa´rovky po pru˚chodu referencˇnı´ veˇtvı´ prˇi
P-polarizaci, sR,S – spektra´lnı´ intenzita halogenove´ zˇa´rovky po pru˚chodu referencˇnı´ veˇtvı´ prˇi
S-polarizaci. Pomeˇr intenzity sR,P vu˚cˇi sR,S byl zachova´n.
4.7 Zobrazenı´ biologicky´ch prepara´tu˚
Jelikozˇ laboratornı´ sestava CCHM byla prima´rneˇ urcˇena k oveˇrˇenı´ parametru˚ mikroskopu, byla
sestavena na opticke´m stole v horizonta´lnı´ poloze. Tato poloha vsˇak nenı´ vhodna´ pro pozo-
rova´nı´ biologicky´ch prepara´tu˚, jako jsou naprˇı´klad bunˇky prˇisedle´ na krycı´m sklı´cˇku, ktere´
vyzˇadujı´ pouzˇitı´ invertovane´ho mikroskopu. Pro dlouhodobe´ pozorova´nı´ zˇivy´ch buneˇk je navı´c
vyzˇadova´no udrzˇova´nı´ sta´le´ teploty, cozˇ v prˇı´padeˇ laboratornı´ sestavy nebylo mozˇne´ zarucˇit. Pro
oveˇrˇenı´ CCHM na biologicky´ch prepara´tech bylo proto provedeno pouze jedine´ demonstracˇnı´
pozorova´nı´. Bunˇky linie MCF-7 lidske´ho adenokarcinomu prsu byly umı´steˇny do uzavrˇene´
70
komu˚rky a pozorova´ny objektivy 10×/0,25 prˇi pouzˇitı´ interferencˇnı´ho filtru o strˇednı´ vlnove´
de´lce 650 nm a polosˇı´rˇce 10 nm. Jeden z porˇı´zeny´ch snı´mku˚ je pro ilustraci uveden na obr. 39.
a) b)
Obra´zek 39: Snı´mek nava´zane´ a vyrovnane´ fa´ze buneˇk linie MCF-7 lidske´ho adenokarcinomu
prsu in vitro. (a) Snı´mek v cˇernobı´le´ sˇka´le, (b) 3D reprezentace snı´mku. Objektivy 10×/0,25,
osveˇtlenı´ s interferencˇnı´m filtrem o strˇednı´ vlnove´ de´lce 650 nm a polosˇı´rˇce 10 nm.
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5 Za´veˇr
Byla navrzˇena opticka´ soustava nove´ generace koherencı´ rˇı´zene´ho holograficke´ho mikroskopu.
Tento mikroskop je zalozˇen na principu achromaticke´ mimoosove´ holografie a umozˇnˇuje pouzˇitı´
prostoroveˇ i cˇasoveˇ nekoherentnı´ho osveˇtlenı´, tj. plosˇne´ho zdroje bı´le´ho sveˇtla. Nastavenı´m ko-
herence osveˇtlenı´ lze zobrazovacı´ vlastnosti mikroskopu prˇizpu˚sobit pozorovane´mu vzorku cˇi
dane´ aplikaci. Osveˇtlenı´ s vysˇsˇı´m stupneˇm koherence poskytuje mozˇnost numericke´ho prˇeos-
trˇova´nı´ ve veˇtsˇı´m rozsahu pode´l opticke´ osy, zatı´mco prˇi osveˇtlenı´ s nı´zky´m stupneˇm kohe-
rence vznika´ efekt koherencˇnı´ bra´ny, docha´zı´ k silne´mu potlacˇenı´ koherencˇnı´ho sˇumu a prˇı´cˇne´
rozlisˇenı´ dosahuje hodnot srovnatelny´ch s beˇzˇny´mi opticky´mi mikroskopy.
Oproti prˇedchozı´ generaci tento mikroskop vyuzˇı´va´ objektivy korigovane´ na nekonecˇno
a beˇzˇne´ mikroskopove´ kondenzory. Dı´ky sve´mu usporˇa´da´nı´ nevyzˇaduje prˇi zmeˇneˇ zveˇtsˇenı´
vy´meˇnu kondenzoru˚ a vzda´lenost veˇtvı´ interferometru je zcela dostatecˇna´ pro pozorova´nı´ beˇzˇ-
ny´ch biologicky´ch vzorku˚. Spektra´lnı´ propustnost mikroskopu nenı´ omezena aperturami vstup-
nı´ch pupil kondenzoru˚ a take´ je umozˇneˇna snadna´ implementace dalsˇı´ch zobrazovacı´ch tech-
nik. Serˇizovacı´ postup byl zjednodusˇen na plneˇ automatizovatelnou u´rovenˇ. Acˇkoliv je navrzˇene´
usporˇa´da´nı´ urcˇeno pro pozorova´nı´ v procha´zejı´cı´m sveˇtle, lze jej jednodusˇe modifikovat a vyuzˇı´t
take´ pro pozorova´nı´ v odrazˇene´m sveˇtle.
V pra´ci bylo navrzˇeno neˇkolik ru˚zny´ch usporˇa´da´nı´ nove´ generace mikroskopu a proveden
za´kladnı´ rozbor jejich vlastnostı´. Byl vybra´n fina´lnı´ na´vrh usporˇa´da´nı´, popsa´ny zobrazovacı´
vlastnosti a stanoveny podmı´nky pro jednotlive´ parametry mikroskopu. Podle opticke´ho na´vrhu
byl vytvorˇen konstrukcˇnı´ na´vrh laboratornı´ sestavy urcˇeny´ pro experimenta´lnı´ oveˇrˇenı´ funkce.
Da´le byl navrzˇen automatizovatelny´ provoznı´ serˇizovacı´ postup mikroskopu. Mikroskop byl
sestaven a serˇı´zen na opticke´m stole. Funkcˇnost mikroskopu a jeho zobrazovacı´ vlastnosti byly
experimenta´lneˇ oveˇrˇeny. Testova´nı´ odhalilo neˇktere´ nedostatky laboratornı´ sestavy, ktere´ bude
nutne´ da´le prozkoumat.
Vy´sledky pra´ce byly prezentova´ny v cˇasopisech i na mezina´rodnı´ch konferencı´ch [109,116,
128,138–140]. Na popsane´ usporˇa´da´nı´ byl udeˇlen cˇesky´ patent [141,142] a mezina´rodnı´ patenty
[143–146], v rˇı´zenı´ je patentova´ prˇihla´sˇka [147]. V soucˇasne´ dobeˇ pokracˇuje vy´voj mikroskopu
zalozˇene´ho na popsane´m usporˇa´da´nı´ ve spolupra´ci Laboratorˇe experimenta´lnı´ biofotoniky VUT
v Brneˇ a brneˇnske´ firmy TESCAN ORSAY HOLDING, a.s. (obr. 40). V ra´mci te´to spolupra´ce
byla poda´na patentova´ prˇihla´sˇka na nove´ usporˇa´da´nı´ mikroskopu umozˇnˇujı´cı´ pouzˇitı´ rozdı´lny´ch
opticky´ch prvku˚ v jednotlivy´ch veˇtvı´ch mikroskopu [148].
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Obra´zek 40: Prototyp CCHM vyvinuty´ ve spolupra´ci Laboratorˇe experimenta´lnı´ biofotoniky
VUT v Brneˇ a firmy TESCAN ORSAY HOLDING, a.s.
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Dodatek A: Na´vrhy v programu ZEMAX
Rozbor jednotlivy´ch na´vrhu˚ uvedeny´ch v kap. 2.1 byl podporˇen analy´zou v programu ZEMAX
[149]. Z du˚vodu nedostupnosti prˇedpisovy´ch dat pro mikroskopove´ objektivy, kondenzory a
tubusove´ cˇocˇky vsˇak nebylo mozˇne´ vytvorˇit komplexnı´ modely sestav mikroskopu. Vznikly
proto pouze jednoduche´ modely vyuzˇı´vajı´cı´ tenke´ cˇocˇky. Tyto modely poslouzˇily pro oveˇrˇenı´
za´kladnı´ funkcˇnosti vybrany´ch na´vrhu˚ a pomohly odhalit neˇktere´ jejich nedostatky. Vybrane´
modely jsou uvedeny v tomto dodatku (obr. 41 a 42).
Na´vrh A
O DG DG TL
Na´vrh B, C
O TL DG DG
λ1 < λ2 < λ3
Obra´zek 41: Uka´zka modelu˚ mikroskopu dle kap. 2.1 v programu ZEMAX. Objektiv (O),
difrakcˇnı´ mrˇı´zˇka (DG), tubusova´ cˇocˇka (TL). Barevneˇ jsou odlisˇeny paprsky prˇı´slusˇejı´cı´ trˇem
rozdı´lny´m bodu˚m zorne´ho pole. U na´vrhu˚ B, C je zvy´razneˇna oblast zna´zornˇujı´cı´ pru˚chod pa-
prsku˚ v blı´zkosti vy´stupnı´ roviny pro trˇi ru˚zne´ vlnove´ de´lky (odlisˇeny barevneˇ) a take´ je uveden
spot diagram zna´zornˇujı´cı´ tvar stopy svazku ve vy´stupnı´ rovineˇ pro trˇi ru˚zne´ vlnove´ de´lky. Z
uvedeny´ch vy´sledku˚ pro na´vrhy B a C je patrny´ vznik astigmatismu a rozdı´lne´ polohy obrazu˚
bodu vzorku prˇi ru˚zny´ch vlnovy´ch de´lka´ch.
75
O2 TL2 BS3 DG
OL2
M6
M3
OL1
O1 TL1 BS2 M2
Obra´zek 42: Uka´zka modelu zobrazovacı´ cˇa´sti mikroskopu dle kap. 2.2 v programu ZEMAX.
Objektivy (O), tubusove´ cˇocˇky (TL), deˇlicˇe svazku (BS), difrakcˇnı´ mrˇı´zˇka (DG), zrcadla (M),
vy´stupnı´ objektivy (OL). Barevneˇ jsou odlisˇeny paprsky prˇı´slusˇejı´cı´ trˇem rozdı´lny´m bodu˚m
zorne´ho pole.
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Dodatek B: Na´vrh testu prˇı´cˇne´ho rozlisˇenı´
Pro oveˇrˇenı´ prˇı´cˇne´ho rozlisˇenı´ mikroskopu v kap. 4.3 byl navrzˇen a vyroben rozlisˇovacı´ test,
obdoba zna´me´ho USAF testu (obr. 43). Motivacı´ pro vy´robu tohoto testu byla skutecˇnost,
zˇe komercˇneˇ dostupne´ rozlisˇovacı´ testy neobsahujı´ dostatecˇneˇ jemne´ struktury pro testova´nı´
mikroskopovy´ch objektivu˚. Test je tvorˇen nepru˚svitnou 100nm vrstvou titanu naparˇenou na
skleneˇne´m substra´tu. Do te´to vrstvy byly pomocı´ technologie fokusovane´ho iontove´ho svazku
(TESCAN Lyra FIB-FESEM s iontovou optikou COBRA-FIB) vytvorˇeny pru˚hledne´ cˇa´rove´
struktury s prostorovy´mi frekvencemi 105–5000 mm−1 (odpovı´da´ vzda´lenostem cˇar 9,5–0,2 µm).
Rozlisˇovacı´ test byl vyroben ve spolupra´ci s firmou TESCAN ORSAY HOLDING, a.s. (Ing.
Mgr. Toma´sˇ Sˇamorˇil).
Jednotlive´ cˇa´rove´ struktury jsou pro snadnou identifikaci opatrˇeny cˇı´selny´m oznacˇenı´m.
Rozdı´l rozmeˇru˚ mezi kazˇdy´mi dveˇma sousednı´mi strukturami je 11 %. Parametry jednotlivy´ch
cˇa´rovy´ch struktur uva´dı´ tabulka 2. Test obsahuje kromeˇ cˇa´rovy´ch struktur take´ Siemensovu
hveˇzdici a cˇtvercove´ oblasti slouzˇı´cı´ pro kalibraci rozsahu intenzity prˇi vyhodnocova´nı´ kon-
trastu zobrazeny´ch struktur.
Jelikozˇ mikroskopove´ objektivy urcˇene´ pro pozorova´nı´ biologicky´ch vzorku˚ jsou beˇzˇneˇ
korigova´ny pro zobrazova´nı´ prˇes krycı´ sklı´cˇko, byl rozlisˇovacı´ test opatrˇen krycı´m sklı´cˇkem
tlousˇt’ky 0,17 mm.
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Obra´zek 43: (a) Sche´maticke´ zna´zorneˇnı´ navrzˇene´ho rozlisˇovacı´ho testu. (b) Na´vrh rozmeˇru˚
cˇa´rove´ struktury rozlisˇovacı´ho testu.
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Tabulka 2: Tabulka rozmeˇru˚ struktur navrzˇene´ho rozlisˇovacı´ho testu.
Cˇı´slo
struktury
Vzda´lenost
cˇar
2a [nm]
Prostorova´
frekvence
1
2a [mm
−1]
Cˇı´slo
struktury
Vzda´lenost
cˇar
2a [nm]
Prostorova´
frekvence
1
2a [mm
−1]
1 9506 105 20 1309 764
2 8564 117 21 1179 848
3 7715 130 22 1062 941
4 6950 144 23 957 1045
5 6262 160 24 862 1160
6 5641 177 25 777 1288
7 5082 197 26 700 1429
8 4578 218 27 630 1586
9 4125 242 28 568 1761
10 3716 269 29 512 1955
11 3348 299 30 461 2170
12 3016 332 31 415 2408
13 2717 368 32 374 2673
14 2448 409 33 337 2967
15 2205 453 34 304 3294
16 1987 503 35 274 3656
17 1790 559 36 246 4058
18 1612 620 37 222 4505
19 1453 688 38 200 5000
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Seznam pouzˇity´ch symbolu˚
Symbol Vy´znam Jednotky
α u´hel svı´rany´ osovy´m paprskem difraktovany´m difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou
a kolmicı´ k povrchu mrˇı´zˇky
◦
αOL aperturnı´ u´hel vy´stupnı´ho objektivu ◦
β vy´stupnı´ u´hel svı´rany´ osovy´mi paprsky prˇedmeˇtove´ a referencˇnı´
veˇtve
◦
γ u´hel svı´rany´ paprskem dopadajı´cı´m na difrakcˇnı´ mrˇı´zˇku a kolmicı´
k povrchu mrˇı´zˇky
◦
γ′ u´hel svı´rany´ paprskem difraktovany´m difrakcˇnı´ mrˇı´zˇkou a kolmicı´
k povrchu mrˇı´zˇky
◦
θ vychy´lenı´ u´hlu β ◦
λ vlnova´ de´lka sveˇtla nm
ξ u´hel natocˇenı´ interferencˇnı´ch prouzˇku˚ hologramu vu˚cˇi strana´m de-
tektoru
◦
ρ u´hlovy´ polomeˇr tercia´lnı´ho obrazu zdroje ve vy´stupnı´ rovineˇ OP ◦
σϕ smeˇrodatna´ odchylka fa´ze rad
σD smeˇrodatna´ odchylka vycˇı´tacı´ho sˇumu detektoru ADU
ϕ fa´zove´ zpozˇdeˇnı´ mezi prˇedmeˇtovou a referencˇnı´ vlnou rad
ϕ0 pocˇa´tecˇnı´ fa´zove´ zpozˇdeˇnı´ rad
ao amplituda prˇedmeˇtove´ vlny
ar amplituda referencˇnı´ vlny
b bitova´ hloubka detektoru bit
c konstanta nastavujı´cı´ vyuzˇitı´ dynamicke´ho rozsahu detektoru holo-
gramem
dl koherencˇnı´ de´lka µm
DO pru˚meˇr vy´stupnı´ pupily objektivu mm
DOP pru˚meˇr zorne´ho pole ve vy´stupnı´ rovineˇ mm
dOP prˇı´cˇny´ posuv obrazu vytvorˇene´ho referencˇnı´ veˇtvı´ ve vy´stupnı´ rovineˇ mm
dOPD rozdı´l opticky´ch drah mezi prˇedmeˇtovou a referencˇnı´ veˇtvı´ µm
dO−TL vza´jemna´ vzda´lenost objektivu a tubusova´ cˇocˇky mm
DR dynamicky´ rozsah hologramu ADU
dw koherencˇnı´ sˇı´rˇka µm
i intenzita hologramu
fC nosna´ prostorova´ frekvence mm−1
fD vzorkovacı´ prostorova´ frekvence detektoru
fDG prostorova´ frekvence vrypu˚ difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky mm−1
fo,max maxima´lnı´ prostorova´ frekvence obsazˇena´ v komplexnı´ amplitudeˇ
prˇedmeˇtove´ vlny
mm−1
for∗,max maxima´lnı´ prostorova´ frekvence obsazˇena´ v obrazove´m cˇlenu spek-
tra prostorovy´ch frekvencı´ hologramu
mm−1
fOL efektivnı´ ohniskova´ vzda´lenost vy´stupnı´ho objektivu mm
fr,max maxima´lnı´ prostorova´ frekvence obsazˇena´ v komplexnı´ amplitudeˇ
referencˇnı´ vlny
mm−1
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Symbol Vy´znam Jednotky
fTL efektivnı´ ohniskova´ vzda´lenost tubusove´ cˇocˇky mm
fW prostorova´ frekvence odpovı´dajı´cı´ velikosti vy´rˇezu ve spektru pro-
storovy´ch frekvencı´ hologramu
mm−1
k pocˇet interferencˇnı´ch prouzˇku˚
∆k rozdı´l pocˇtu interferencˇnı´ch prouzˇku˚
L perioda generovany´ch interferencˇnı´ch prouzˇku˚ px
l difrakcˇnı´ rˇa´d difrakcˇnı´ mrˇı´zˇky
m celkove´ zveˇtsˇenı´
mO zveˇtsˇenı´ objektivu
mOL zveˇtsˇenı´ vy´stupnı´ho objektivu
Ne pru˚meˇrne´ mnozˇstvı´ generovany´ch elektronu˚ e¯
Np pru˚meˇrne´ mnozˇstvı´ dopadajı´cı´ch fotonu˚ p
∆n rozdı´l indexu˚ lomu vzorku a okolnı´ho prostrˇedı´
NAO numericka´ apertura objektivu
NAOL numericka´ apertura vy´stupnı´ho objektivu
o komplexnı´ amplituda prˇedmeˇtove´ vlny
pH rozmeˇr strany hologramu px
pW rozmeˇr strany vy´rˇezu ve spektru prostorovy´ch frekvencı´ hologramu px
r komplexnı´ amplituda referencˇnı´ vlny
s spektra´lnı´ intenzita
w apodizacˇnı´ va´hova´ funkce
WDOL pracovnı´ vzda´lenost vy´stupnı´ho objektivu mm
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